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1. PRESENTACIÓN
1
Los estudios genéticos sobre Kluyveromyces lactis comenzaron a
principios de los años sesenta. Aunque inicialmente se consideró que esta
levadura pertenecía al género Saccharomyces, y de hecho aparece citada
como Saccharomyces lactis, posteriores estudios taxonómicos revelaron que
se trata de un género aparte. La más reciente clasificación (Lachance, 1993)
incorpora a Kluyveromyces drosophilarum y Kluyveromyces vaudenii
dentro del mismo grupo, pero se considera una especie distinta a
Kluyyeromyces marxianus.
K lactis es una levadura de interés industrial por su capacidad de
crecer en lactosa como única fuente de carbono, por ello los primeros
estudios genéticos se centraron en el sistema del enzima Q-galactosidasa
(Dickson et al., 1979; Dickson y Markin, 1980; Godecke et al., 1^991, Poch
et al., 1992).
En el año 1988 se celebró la primera reunión sobre la biología de
Kluyveromyces en París. A partir de este momento surge una nueva etapa en
el estudio de esta levadura. A lo largo de estos años se han ido desarrollando
herramientas, vectores de clonación, mutantes auxotrofos, sistemas de
transformación, etc. que han permitido avanzar rápidamente en el
conocimiento de nuevos sistemas genéticos. Este auge no obedece tan sólo a
una intención de desarrollo de conocimiento básico, sino también a la
creciente utilidad de esta levadura en la producción de proteínas heterólogas,
ya que presenta algunas ventajas sobre la utilización de sistemas bacterianos
u otros microorganismos.
3
En esta levadura la respiración predomina sobre la fermentación en
condiciones aeróbicas, y la ruta respiratoria apenas se ve reprimida por
glucosa (Ferrero et al., 1978; Lodi et al., 1994; Mulder et al., 1994a y b),
aunque sí es bien conocida la represión catabólica del metabolismo de la
lactosa/galactosa mediada por el gen LAC9, homólogo al gen GAL4 de
S. cerevisiae (Breunig et al., 1987; Salmerón et al., 1989; Godeke et al.,
1990; Zachariae et al., 1993). Esta preferencia por la respiración y la escasa
importancia de la represión catabólica, ha llevado a clasificarla como una
levadura aeróbica respiradora.
En condiciones aeróbicas, K. lactis tiene una tasa de crecimiento
mucho mayor que S. cerevisiae, incluso en medios con fuente de carbono no
fermentables, lo que confirma la superioridad respiratoria de K. lactis frente
a S. cerevisiae, mientras que, en anaerobiosis, ambas levaduras alcanzan
valores de crecimiento similares (Siso et al., 1996).
A pesar de los avances conseguidos en la última década, el número de
genes de K. lactis de los que se conoce su secuencia y su función es todavía
muy limitado. En este trabajo hemos analizado una región del cromosoma
seis del que, hasta ahora, se conocían tan sólo nueve genes (Wésolowski-
Louvel y Fukuhara, 1995). La región analizada contiene un gen que codifica
para una proteína con homologías con la familia GSK-3 y otro gen con
homología con genes que codifican para piruvato descarboxilasas en
distintas levaduras. La caracterización de estos genes se describe en dos
capítulos independientes de esfa memoria.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS
1
Materiales y Métodos
i
2.1. LÍNEAS CELULARES UTILIZADAS
2.1.1. LÍNEAS CEL ULARES DE LE VAD URAS
Kluyveromyices lactis
NRRL-Y 1140
W600B
WM37
^1^MW98-8c
^1^MW 190-9b
^2^PMI/C1
^2^PM6-7A
ERk-1
ERp-1
ERp-2
[MATa] CBS 2359, ATCC 8585 (Jong y
Edwars, 1990).
[MATa ade leu] ATCC 32143 (Mas et al.,
1974).
[MATa his] ATCC 32144 (Mas et al, 1974).
[MATa ragl rag2 uraA metAl argA]
(Bianchi et al., 1987).
[MATa lac4-8 uraA Rag+].
[MATa uraAl -1 adeT-600 Kl pdcA: : ura3].
[Línea isogénica de PMI/Cl, salvaje para el
gen KIPDCA] (Wésolowski-Louvel et al., 1992b)
[Línea MW-190-9b con la interrupción
Klgsk-3:: URA3] (Este trabajo).
[Línea K-MW-190-9b con la interrupcióñ
Klpdcb:: URA3] (Este trabajo). .
[Doble mutante K1pdcA: : ura3 Klpdcb: : URA^
derivado de la línea antes descrita, PNII/C 1]
(Este trabajo).
Líneas cedidas amablemente por la ^'^Dra. M. Wésolowski-Louvel (Université
Claude Ber^iard. Lyon, Francia) y por el ^2}Dr. M. Bianchi (Universidad de Roma 1 La
Sapienza. Roma, Italia).
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Saccharomyices cerevisiae
YSH5.125.-1C^'^ [MATa leu2-3/112 una3-52 trp-92 pdcld•:LEU2
pdcSd•: URA3 GAL].
YSH5.125.-2C^^^ [MATa leu2-3/112 ura3-52 trp-92 pdcld•:LEU2J.
YPH1024^2^ [MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 his3d200
trpl dl mdsl: : TRPI CFVII(RAD2. d. YPH273)
URA3 SUPI l ] . .
YPH1025^2^ [MATa ura3-52 lys2-801 ade2-101 his3d200
trpl dl mckl: :HIS3 CFVII(RAD2. d. yph273)
URA3 SUP11 ].
AOE375::TRP1^3^ [Cepa derivada de la línea salvaje 1788, que
lleva interrumpida la ORF AOE375 por el
marcador TRPl ] .
FY73 [MATa ura3-52 his 3d200].
Líneas cedidas amablemente por el ^'1Dr.Stefan Hohmann (Katholieke Universiteit
te Leuven. Leuven-Heverlee, Flandes, Bélgica), por el ^2^Dr. Philip Hieter, (John Hopkins
University School of Medicine, Maryland, U.S.A). y por el ^3^Dr. J. Ariño de la
Universidad Autónoma de Barcelona. Barcelona, España.
2.1.2.11IIÉ71DDODE DEIASLÍNF.A,SC^LUTARESDELEVADURAS
Las líneas celulares de levadura se conservaron habitualmente
sembradas en placas YPD-0,5% (ver medios de cultivo) a 4°C. Se
resembraron periódicamente cada dos meses. La línea YSH5.127.-1C se
mantuvo en las mismas condiciones pero en placas YPE-3% (ver medios de
cultivo).
g
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Para el mantenimiento de las líneas a-80°C, las levaduras se
inocularon en medio YPD-0,5% o YPE-3% y se dejaron crecer en agitación
a 30°C hasta alcanzar una A600 entre 0,8 y 1, añadiéndose entonces glicerol
estéril hasta una concentración final del SO%. Tras mezclar bien el cultivo, se
tomaron alícuotas de 1 ó 1,5 ml y se guardaron a-80°C.
2.1.3. LÍNEAS CELULARES DE BACTERIAS
JMIO1 [supE thid(lac proAB) F'^trad3óproAB+ lacl9
lacZdM15J] (Messing, 1979).
JM109 [recAl supE44 endAl hsdR17 gyrA9ó relAl
thid(lac proAB)] (Yanish-Perron et al., 1985).
HB 101 [supE44 hsdS20 (rB"mB") recA 13 ara-14 proA2
lacYl galK2 rpsL20 xyl-S mtl-1 J (Boyer y Roulland-
Dussoix, 1969).
DHS [a F' endAl hsdR17 rk mk+ supE44 thi-1 recAl
gyrADd (lacZYA -argF) U169 (^ SOd IacZ dMl S)]
(BRL).
2.1.4. MÉfODODE ODEL.9SLl1VF.A.SCEZL7ARESDE&9C7ERIA.S
Las líneas celulares de bacterias se cónservaron sobre placas LB. Las
líneas transformadas con plásmidos se mantuvieron en placas LBA y LBK,
dependiendo del gen de resistencia al antibiótico que portasen (ampicilina o
canamicina) (ver medios de cultivo). Las placas se mantuvieron a 4°C y
fueron resembradas periódicamente cada dos meses.
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Para el mantenimiento de las líneas a-80°C, las bacterias se
inocularon en los mismos medios y se dejaron crecer en agitación a 37°C
hasta alcanzar una Aboo entre 0,5 y 0,8. Tras alcanzar dicha absorbancia, se
añadió glicerol estéril, hasta una concentración final del 50%, se mezcló el
cultivo y se tomaron alícuotas de 1 ó 1,5 ml que se guardaron a-80°C.
2.2. MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo se prepararon en agua destilada, con un
suplemento de un 1,5% de Bacto-agar para los medios sólidos. Las
soluciones se esterilizaron en un autoclave durante 20 min a 120°C.
2.2.1 MEDIOS DE CULTIYO PARA LEVADURAS
YP
Bacto-peptona 2,0 %
Extracto de levadura 1,0 %
Las variaciones en los porcentajes y tipo de fuente de carbono, para
experimentos concretos de expresión génica, son indicados en cada caso en
Resultados y Discusión, siendo YPD (Glucosa), YPG (Glicerol), YPE
(Etanol), YPA (Acetato), YPF (Fructosa), YP(D+A) (Glucosa y Acetato).
YPD-Geneticina
Medio YPD con glucosa al 0,5% suplementado con 200 mg/1 de
antibiótico G418, un inhibidor ribosomal de muchas células eucariotas.
^o
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YPD-Benomil
Medio YPD con glucosa al 0,5% suplementado con 10 µg/ml de
benomil, una droga desestabilizadora de microtúbulos.
YPA-AA
Medio YPA con acetato al 2% suplementado con el inhibidor de la
cadena respiratoria antimicina A, a una concentración fina15 µM. ^
ME
Extracto de malta 5 %
Agar 3 %
CM (Medio completo)
Para un litro:
-Sml de Mezcla de aminoácidos (200X)^1^
-20g de glucosa
Se añadió la siguiente mezcla de aminoácidos, eliminando en cada
caso el utilizado para la selección:
Histidina 40mg Adenina 40mg
Leucina 40mg Tirosina 40mg
Uracilo 40mg Triptófano 30mg
Tras esterilizar en el autoclave se dejó enfriar hasta unos 60°C y se
añadieron 67 ml de YNB^2^ estéril. ^
^^
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^1^Mezcla de aminoácidos (200x)
Para 1 litro
Arginina 1 g
Isoleucina 6g
Lisina 4g
Metionina 1 g
Treonina 1 g
Fenil-alanina 6g
^^^YNB.
Para 1 1 itro
Mezcla de vitaminas 300Xa 50 ml MgSO4 7,5 g
Sales traza 150Xb 100 ml NaCI 1,5 g
Sulfato amónico' 75 g CaC12 1,5 g
KH2P04 15 g
^Se añadió al final, tras disolver el resto de los componentes ya que puede
precipitar.
aMezcla de vitaminas 300X
Para un litro:
Biotina 0,6 mg
Pantotenato cálcico 120 mg
Ácido fólico 0,6 mg
Inositol 600 mg
Niacina 120 mg
p-Aminobenzoico 60 mg
Piridoxina 120 mg
Riboflavina 60 mg
Tiamina 120 mg
bSal es traza 1 ^ OX
Para 1 litro
Ácido bórico 75 mg Sulfato manganoso 60 mg
Sulfato cúprico 6 mg Molibdato sódico 30 mg
Ioduro potásico 15 mg Sulfato de zinc 60 mg
Cloruro fémco 30 mg
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X-GAL
Para 1 litro:
DISOLUCIÓN A DISOLUCIÓN C
KH2P04 13,6 g Vitaminas 300x 3,4 g
^)2504 2,0 g Mezcla de Aa.200x 5 ml
MgSO4•7H2O 0,2 g Tirosina 40 mg
KOH 4,2 g Histidina 40 mg
FeSO4 (lmg/ml a 4°C) 0,3 mi Adenina 40 mg
H20 hasta VF = 300 ml Uracilo 40 mg
Triptófano 3 0 mg
Leucina 40 mg
H20 hasta VF = 200 ml
DISOLUCIÓN B DISOLUCIÓN D
Dextrosa 20 g Bacto-agar 15 g
H20 hasta VF = 200 ml H20 hasta VF = 200 ml
Se esterilizaron las cuatro soluciones por separado, tras lo cual se
mezclaron y se dejaron enfriar hasta 65°C antes de añadir 2 ml de una
solución de X-Gal al 2% en N,N-Dimetilformamida, hasta una concentración
final de 40 mg/ml).
Medio de esporulación (Spo)
Acetato potásico 1 %
Extracto de levadura 0,1 %
Glucosa 0,05 %
Cuando fue necesario, se añadió el aminoácido correspondiente a la
auxotrofia.
13
Esther Rodrfguez Belmonte
2.2.2. MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS
LB (Luria-Bertani)
Bacto-triptona 1 % Cloruro sódico 0,5 %
Extracto de levadura 0,5 % Glucosa 0,1 %
LBA (Luria-Bertani suplementado con ampicilina)
Medio LB suplementado con 1 ml/1 de una disolución de ampicilina de
40 mg/ml previamente preparada en agua bidestilada estéril y conservada en
alícuotas a-20°C. Este medio se utilizó para la selección de bacterias que
habían sido transformadas con un plásmido que contiene el gen de
resistencia a la ampicilina, antibiótico que inhibe una serie de enzimas en la
síntesis de la pared celular. El gen que confiere la resistencia a la ampicilina
codifica para un enzima que es secretado al espacio periplásmico de la
bacteria, donde cataliza la hidrólisis del anillo (3-lactámico, y produce así la
destrucción del efecto tóxico de la droga.
LBK (Luria-Bertani suplementado con canamicina)
Medio LB suplementado con 1 mUl de una disolución de canamicina
de 50 mg/ml preparada en agua bidestilada estéril y conservada en alícuotas
a-20°C. Como en el caso anterior, este medio se utilizó para la selección de
bacterias transformadas con plásmidos que contienen el gen del transposón
bacteriano Tn903 que codifica la 3"-aminoglicósido-fosfotransferasa, que
confiere resistencia a la canamicina.
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LBA/X-Ga1, LBK/X-Gal.
Son placas LBA o LBK suplementadas con X-Gal e IPTG. Para su
preparación, aproximadamente 15 min antes de proceder a la siembra de los
transformantes, se extendieron 50 µl de una disolución de 20 mg de
X-GaUml en DMF y 10 µl de una disolución de IPTG 0,23 mg/ml en agua
destilada estéril (Rose and Rotstein, 1983). Estas placas fueron utilizadas
para la selección de colonias bacterianas transformadas con plásmidos que
portan el gen lacZ, que codifica para el enzima ^i-galactosidasa de E. coli,
interrumpido por un fragmento de DNA clonado, de modo que han perdido
la capacidad de actuar sobre el sustrato cromogénico y no producen colonias
transformantes azules como el plásmido no recombinante.
YT
Bacto-triptona 1 %
Extracto de levadura 0,5 %
Cloruro sódico 0,5 %
SOC
Bacto-triptona . 2 %
Estracto de levadura 0,5 %
C1Na 10 mM
C1K 2,5 mM
Se ajustó el pH a 6,8-7 con KOH 1 M
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2.3. PLÁSMIDOS
2.3.1. T^ECTORES DE CLONACIÓN
YEp24 [2µm DNA, URA3, tcr, amp^] (Botstein et al., 1979).
YEplac112 [2µm DNA, TRP1; ampr, lacZJ (Gietz y Sugino, 1988).
YEplac195 [2µm DNA, URA3, ampr, lacZ] (Gietz y Sugino, 1988)
YIplac211 [URA3, ampr, lacZ] (Gietz y Sugino, 1988).
YCplac22 [CEN4, ARSI , TRP1, ampr, lacZj (Gietz y Sugino, 1988).
pXW3. [S1 l, URA3, ampr, lacA, lacY, lacZ] (Chen et al., 1992) .
pXW3^PstI [Derivado de pXW3 al que se le ha destruido el sito PstI,
en el marcador URA3, por digestión, relleno de los
extremos protuberantes y ligamento] .
2.3.2. PLÁSMIDOS CONSTRUIDOS PARA LA SECUENCIACIÓN
pEC 1
[Clon original consistente en un fragmento de unos 9.800 pb inserto en
el sitio BamHI del vector YEp24 procedente de una librería genómica
de K.lactis, y que contiene el gen KICYCI J (Freire-Picos et al., 1993).
ERB1.8
[Fragmento SaII-BamHI del plásmido original pEC 1 de unos 1.800 pb
inserto en los sitios SaII-BamHI del MCS del vector YEplac195] (Este
trabajo).
16
Materiales y Métodos
ERB1.4
[Fragmento BamHI-BamHI del plásmido pEC 1 de unos 1.400 pb
inserto en el sitio BamHI del MCS del vector YEplac195] (Este
trabajo).
ERB0.6
[Fragmeto BamHI -HindIII del plásmido pEC 1, de unos 600 pb,
inserto en los sitios BamHI -HindIII del MCS del vector YEplaĉ 195]
(Este trabajo).
2.3.3. PLÁ,SMIDUS CON DISTINTOS MARG4DORES DE SELECCIÓN EN LEVADURAS
CONSTRUIDOS PARA SUBGZONAR LOS GENES KIGSK-3 YKIPDCB
pK1GSK-3 (112)
[Fragmento HindIII-HindIII de unos 3.500 pb, del plásmido pECI,
que contiene la ORF completa del gen KIGSK-3, inserto en el sitio
HindIII del vector YEplacl 12, con marcador TRP1 ] (Este trabajo).
pK1GSK-3 (22)
[Fragmento HindIII-HindIII de unos 3 .500 pb, del plásmido pEC 1,
que contiene la ORF completa del gen KIGSK-3, inserto en el sitio
HindIII del vector centromérico YCplac22, con marcador TRP1 J (Este
trabajo).
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pK1PDCB (112)
[Fragmento AvaI AvaI, de unos 4.200 pb, del plásmido pECI, que
contiene la ORF completa del gen K1PDC8, inserto en el sito SmaI del
vector YEplacl 12, con marcador TRP1 ] (Este trabajo).
pK1PDCB (195)
[Fragmento AvaI AvaI, de unos 4.200 pb, del plásmido pECI, que
contiene la ORF completa del gen KlPDCB, inserto en el sito SmáI del
vector YEplac195, con marcador URA3] (Este trabajo).
2.3.4. PLÁ,SMIDOS CONSTRUIDOS PARA LA INTERRUPCIÓN DE LOS GENES
KIGSK-3 Y KIPDCB ENLÍNF^.S DE Kluyveromyces lactis
pKlpdcBO(211)
[Fragmento BamHI-HindIII, de unos 600 pb, del plásmido
pK1PDCB(112), que contiente la región interna de la ORF del gen
KIPDCB, inserto en el sitio BamHI -HindIII del vector integrativo
YIplac211 (Este trabajo).
pKlgsk-30(211)
[Fragmento Bg1II-Bg1II de 883 pb, del plásmido pK1GSK-3 ( 181), que
contiene parte de la ORF del gen K1GSK-3, inserto en el sitio BamHI
del vector integrativo YIplac211 ](Este trabajo).
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2.3. S. PLÁSMIDOS CONSTRUIDOS PARA EL ESTUDIO DE LOS
PROMOTORES DE KIGSK-3 YKIPDCB
PPDCB-IRCZ
[Fragmento de unos 1.000 pb que contiene el promotor del gen
KIPDCB inserto en SaII-Pstl del MCS del plásmido pXW30PstI. El
fragmento fue generado por PCR utilizando los siguientes
oligonucleótidos: •
FPDCa 5' GGG GTCGAC GGGTACACCAACCAGGGAAGAG 3'
san ^(-^008)
FPDCb 5' GGG CTGCAG CATCTTTTTGTCCGTCCCAGTA 3'
Psrl ^(+1)
Como molde se utilizó uno de los plásmidos pK1PDCB, que contienen
tanto el gen como el promotor de KIPDCB. Las flechas indican la posición
del nucleótido respecto del codón ATG de iniciación.
PGSK-IQCZ
[Fragmento de unos 1.000 pb que contiene el promotor del gen
KIGSK-3 inserto en SaII-PstI de1 MCS del plásmido pXW3dPstI. El
fragmento fue generado por PCR utilizando los siguientes
oligonucleótidos:
FKINa 5' GGG GTCGAC CGACCCCTTTCCTATCGGCTAC 3'
Sa/1 ^(-843)
FKINb 5" GGG CTGCAG ACCGCTACTTTCGAGCAATTCAC 3'
Psrl • ^(+lp)
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Como molde se utilizó uno de los plásmidos pK1GSK-3, que contienen
el gen completo y el promotor de KIGSK-3.
2.4. EXTRACCIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS
2.4.1. EXTRACCIÓN DE DNA PLASMÍDICO DE BACTERIAS
2. 4.1.1. EXTRACCIÓN MEDIANTE LISIS ALCALINA
Se empleó el mismo procedimiento para la obtención de DNA
plasmídico a pequeña y mediana escala, partiéndose de un cultivo de 1,5 ml
en el primer caso y de 30-50 ml en el segundo. Los volúmenes de las
disoluciones utilizadas se adaptaron en cada caso a la escala de extracción.
Para un cultivo de 50 ml:
Las células se inocularon en 50 ml del medio adecuado y se dejaron
crecer en agitación a 37°C durante una noche. Cuando el cultivo alcanzó
aproximadamente una Aboo entre 0,8-1, se recogieron las células en tubos y
se precipitaron a 8.000 r.p.m. durante 5 min. Las células se resuspendieron
en 2 ml de la disolución I con agitación vigorosa en vórtex. Una vez
resuspendido el precipitado celular completamente, se añadieron 4 ml de la
disolución II y se mezcló suavemente invirtiendo el tubo 3 ó 4 veces.
Rápidamente se añadieron 3 ml de la disolución III y, nuevamente, se mezcló
suavemente por inversión del tubo 3-4 veces. Se centrifugaron los tubos a
15.000 r.p.m. durante 5-10 min y se recogió el sobrenadante para pasarlo a
un nuevo tubo. Para la extracción de proteínas se añadió un volumen igual
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(aproximadamente 9 ml) de PCIA, agitando la mezcla en vórtex durante unos
dos min tras lo cual se centrifugaron los tubos a 5.000 r.p.m. durante 5 min.
Se recogió la fase superior acuosa y se pasó a un nuevo tubo. Opcionalmente
se hizo una extracción de restos de fenol con 9 ml de CIA. Posteriormente se
añadieron dos volúmenes de etanol al 95% para precipitar el DNA. Se agitó
el tubo en el vórtex durante 1-2 min, y se centrifugó a 15.000 r.p.m. durante
5-10 min. El precipitado se lavó con 5 ml de etanol a170% una o dos veces y
se secó a vacío. Una vez seco, el DNA se resuspendió en agua bidestilada o
1 xTE dependiendo de su uso posterior.
Disoluciones empleadas:
Disolución I:
Glucosa 50 mM
EDTA 10 mM
Tris-HCl pH 8 25 mM
Se esterilizó y se conservó a 4°C.
Disolución II:
NaOH 0,2 M
SDS 1 %
Se preparó en el momento de su uso a partir de disoluciones estériles
de NaOH 0,2 M y SDS al 20%.
Disolución III:
Acetato potásico SM 60 ml
Ácido acético glacial 11,5 ml
Agua 28,5 ml
Se conservó a temperatwa ambiente.
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PCIA:
Se mezcló fenol líquido y cloroformo en una proporción 1:1 y se
equilibró con 1 xTE en una proporción 3:1 agitando vigorosamente durante
varios min, tras los cuales se dejó la mezcla a temperatura ambiente y en
oscuridad hasta que se separó la fase acuosa completamente. La fase acuosa
se retiró por aspiración y se repitió el proceso 2-3 veces. Tras el último
equilibrado se añadió 1/25 volumen de alcohol isoamílico a la mezcla. Se
conservó en oscuridad a 4°C.
CIA:
Se mezclaron cloroformo y alcohol isoamílico en una proporción de
24:1. Se guardó a temperatura ambiente.
1 xTE:
Tris-HCl pH 7,5 0,5 M
EDTA .0,05 M
Se esterilizó en autoclave y se conservó a temperatura ambiente.
2.4.1.2. EXTRACCIÓN DE DNA LIBRE DE RIVA PARA SECUENCL9CIÓN
Se realizó una extracción del DNA del plásmido tal y como se
describe en el apartado anterior, y se resuspendió en 200 µl de 1 xTE a los
que se añadieron 0,5 µl de una solución de RNAsa (Boehringer) de
10 mg/ml, dejando incubar la mezcla a 37°C durante unos 30 min.
Tras la incubación con^ RNAsa se purificó el DNA haciendo dos
extracciones sucesivas con 200 µl de PCIA y una con 200 µl de CIA. Tras la
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purificación se añadió a la fase líquida 20 µl de acetato potásico 3 M y
400 µl de etanol a195% frío. Se mezcló todo con vórtex y se incubó en hielo
unos 5-10 min. Se centrifugó el DNA precipitado durante unos 5 min a
13.000 r.p.m., se descartó el sobrenadante y se lavó 1-2 veces con 1 ml de
etanol al 70% frío. El DNA precipitado se secó a vacío y se resuspendió en
80 µl de agua estéril. Se añadieron 16 µl de NaCI 5 M y se mezclaron en
vórtex, tras lo cual se añadieron 100 µl de PEG-6.000 al 13 % y se incubó
durante unos 20 min en hielo. Se centrifugó la mezcla durante unos 5-10 min
a 13.000 r.p.m. y se descartó el sobrenadante retirándolo por aspiración. El
precipitado de DNA, libre de RNA, se secó a vacío y se resuspendió en un
volumen adecuado de agua dependiendo de su uso posterior.
Disoluciones empleadas: ^
Además de las disoluciones ya descritas para la primera parte de la
extracción, también se emplearon las que se describen a continuación.
RNAsa:
Se preparó una disolución de 5 mg/ml de RNAsa en agua bidestilada
estéril y se hirvió durante unos 20 min. Se conservó en alícuotas a-20°C.
PEG-6.000 al 13 %:
Se preparó una disolución de PEG-6.000 al 13% peso/volumen en
agua destilada estéril y se agitó al vórtex durante varios min hasta su
completa disolución, preparándose en el momento de su uso y
manteniéndose a temperatura ambiente.
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2.4.2.3. EXTRACCI(SN RÁPIDA DE PLÁSMIDO DE BACTERIA
MEDIANTE LISIS POR CALOR
Un cultivo de 1,5 ml, tras una noche en agitación a 37° C, se
centrifugó en un tubo Eppendorff, a 6.000 r.p.m. durante 2 min. Se descartó
el sobrenadante y se añadieron 350 µl de STET al precipitado de células. Se
agitó vigorosamente en un vórtex durante 1 ó 2 min y se le añadieron 20 µl
de lisozima 10 mg/ml, volviéndose a agitar en el vórtex durante otros 30 s.
Se hirvió la mezcla durante 40 s y se centrifugó a 14.000 r.p.m. durante 10
min. El precipitado que se obtuvo se retiró del fondo del tubo utilizando un
palillo o una punta de pipeta. Se precipitó el sobrenadante con un volumen
de isopropanol y un décimo del volumen de acetato sódico 3 M. Se
centrifugó a 14.000 r.p.m. durante 6 min y se lavó el precipitado de DNA
con etanol al 70%.
STET (Para lOml)
Sacarosa al 50% 1,6 ml
Tris 1 M, pH 8 0,1 ml
EDTA O,SM, pH 8 1 ml
Tritón 0,05 ml
H20 7,25 ml
2.4.2. EXTRACCIÓN DE DNA PLASMÍDICO DE LEVADURAS
Se precipitaron 5 ml de un cultivo de células, que había sido incubado
toda la noche en agitación a 30°C en el medio requerido, a 3.000 r.p.m.
durante 5 min y se lavaron las células con sorbitol 1 M.
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I
Una vez lavadas las células, se resuspendieron en 800 µl de una
disolución de sorbitol 0,9 M, NaH2P04 50 mM, pH 7,5 y mercaptoetanol
14 mM. Se añadieron 5 µl de una disolución 5 mg/ml de liticasa disuelta en
agua y se incubaron durante unos 45 min a 37°C. Tras la incubación, se
precipitaron las células, se descartó el sobrenadante y se añadieron 500 µl de
EDTA 50 mM a pH 8, SDS 0,3% y se agitó vigorosamente en el vórtex para
incubar la mezcla a 65°C durante uaos 20 min. Posteriormente, se añadió
acetato potásico 3 M a pH 4,8 y se incubó a 0°C durante unos 120 min.
Se centrifugó durante 5 min para descartar el precipitado y se añadió
un volumen de etanol al 95% al sobrenadante. Se dejó precipitar durante
5 min a-20°C y se centrifugó durante otros 5 min. El precipitado de DNA se
lavó una o dos veces con etanol al 70% y, para eliminar restos de proteína,
se realizaron los lavados necesarios con PCIA y CIA según el procedimiento
habitual. Una vez precipitado y lavado el DNA, se resuspendió en 1 xTE o
H20 para su posterior uso.
2.4.3. EXTdL9CCIÓN DE DNA DE ALTO PESO MOLECULAR DE LEVADURAS
Las extracciones se realizaron partiendo de cultivos de 10 ml, o
100 ml con una Aboo aproximada de 0,6 dependiendo de la cantidad de DNA
genómico final requerida, siguiendo el procedimiento de Brian Rymon
modificado según se describe:
Para cultivos de 100 ml, las células se centrifugaron a 5.000 rpm
durante 3 min y se lavaron con 10 ml de sorbitol 1 M, EDTA 0,1 M tras lo
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cual, se resuspendieron en 10 ml de la disolución de extracción (sorbitol 0,9
M, EDTA 50 mM, NaH2P04 50 mM pH 7.5, 14 mM (3-mercaptoetanol). A
la mezcla se le añadieron 0,5 ml de liticasa, previamente disuelta a una
concentración de 5 mg/ml en agua y se agitó suavemente durante 30 min a
30°C. Tras este período de incubación, se añadió SDS hasta una
concentración final del 1% y se mezcló suavemente. Se incubó durante
20 min a 60°C sin agitación y, después de dejar enfriar a temperatura
ambiente, se hicieron uno o varios lavados con 1,5 volíunenes de PCIA
saturado con TE, agitando suavemente, para evitar roturas en el DNA. Las
fases se separaron por centrifugación a 5.000 r.p.m. durante 10 min, hasta
conseguir una fase acuosa lo más limpia de proteínas posible. Para completar
la extracción de proteínas, la fase acuosa se incubó durante 2-4 horas en
hielo con acetato potásico 5 M(pH 4,8) en una proporción 1:5, tras lo cual
se centrifugó 15 min a 10.000 r.p.m. Se recogió el sobrenadante, descartando
el posible precipitado que se produce cuando quedan restos de proteína. Una
vez purificado, el DNA genómico se precipitó con 1,5 volíunenes de etanol
al 95%, mezclándolo suavemente por inversión del tubo, hasta que se
observó la formación del precipitado de DNA, y se centrifugó durante 5 min
a 5.000 r.p.m. El DNA se lavó una o dos veces con etanol al 70% para
eliminar restos de sales y se secó a vacío durante unos 5 min para
resuspenderlo en H20 o en 1 xTE.
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2.4.4. EXTRACCIÓN DE RNA TOTAL DE LEVADURAS
Para la extracción de RNA total de levaduras, al igual ^que en todos
aquellos procesos en los que se llevó a cabo la manipulación de RNA, todo
el material utilizado, tanto plástico como cristal, fue utilizado en condiciones
estériles y previamente lavado con agua bidestilada tratada con DEP al 1%
durante 24 horas, y esterilizada en autoclave para inactivar totalmente el
DEP, con el fin de evitar posibles contaminaciones de RNAasas. Todas las
disoluciones fueron tratadas con DEP del mismo modo (DEP 1% durante
24h en agitación y esterilazadas a continuación).
Se partió de cultivos de 100 mi, en distintas condiciones, tal y como se
comenta en Resultados y Discusión, dependiendo del experimento en
concreto. Una vez alcanzada la absorbancia óptica requerida en cada caso,
los cultivos se pararon rápidamente en hielo, dejándolos unos 15 min con
agitación para impedir, en lo posible, la degadación del RNA y asegurar el
cese de crecimiento y de la transcripción. Todos los procesos posteriores se
realizaron en frío. .
Las células se centrifugaron a 5.000 r.p.m. durante 5 min y se lavaron
con 50 ml de 1 xRE (Tris-C1H 0,1 M, C1Li 0,1 M, EDTA 0,1 mM pH 7,5).
En este punto, el precipitado fue utilizado inmediatamente para la extracción
o congelado a-20°C, durante no más de 24 horas, hasta su utilización
posterior.
El precipitado celular se resuspendió en 1,5 ml de 1 xRE y se le
añadieron bolas de vidrio, de 1 mm de diámetro, hasta 2/3 del volumen final.
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Se realizaron pulsos de agitación vigorosa en vórtex de 20 s, y 20 s de
incubación en hielo para impedir que la muestra se calentase por la fi-icción.
Se repitió esto unas 7-9 veces, tras lo cual se añadieron 2 ml de 1 xRE con un
1% de SDS. Se mezcló bien y se añadieron unos 7,8 ml de PCIA saturado
con 1 xRE para proceder a la extracción de proteínas, repitiendo este paso
hasta que la fase acuosa perdió la turbidez provocada por el SDS, agitando
unos 20 s en el vórtex y centrifugando 10 min a 10.000 r.p.m. para separar
las fases. La fase acuosa se precipitó con 2,3 volíunenes de etanol al 95% y
1/10 del volúmen de acetato sódico 3 M, incubando unas horas a-20°C.
El RNA precipitado se centrifugó a 10.000 r.p.m. durante 10 min y se
lavó 1-2 veces con etanol al 70%, tras lo cual se secó a vacío y se
resuspendió en H20 tratada. ^
Z.S. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS
2. 5.1. MEDIDA DE LA CONCENTRA CIÓN DE DNA
Se tomaron 5 µl de la muestra de DNA a medir, libre de RNA, y se
llevaron a un volumen final de 1 ml con H20 bidestilada estéril. Las medidas
se realizaron en un espectofotómetro Cary en cubetas de cuarzo de 1 ml. La ,
absorbancia se midió a dos longitudes de onda, 260 y 280 nm, y la
concentración se calculó sabiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm
indica una concentración de 50 µg/ml de DNA de doble hebra.
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La relación A260/A280 es un índice del grado de impwezas que puede
haber en la muestra. La relación ideal se ajusta a un valor aproximado de 1,8
(Sambrook et al., 1989). La concentración de aquellas muestras a las que no
se les realizó una extracción de RNA fue estimada en geles de agarosa
teñ.idos con bromwo de etidio, comparando la intensidad de fluorescencia de
las bandas de las muestras con un marcador de concentración conocida.
2. 5.2. MEDIDA DE LA CONCENTRACIÓN DE RNA
Las medidas de RNA se realizaron del mismo modo que las de DNA,
utilizando 4 µl de muestra llevados a 1 ml en H20 tratada, teniendo en
cuenta que una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a 40 µg/ml de
RNA y que la relación óptima A260/A280 es de 2 (Sambrook et al., 1989).
2.ó. TRANSFORMACIÓN DE LEVADURAS
2. 6.1. MÉTODO DE KLEBE
Para la transfornlación de levaduras por este método (Klebe et al. ,
1983), se tomó un cultivo de 10 ml a una A600 - 0,6 y se centrifugó a 3.500
r.p.m. durante 5 min. Las células precipitadas se lavaron con 5 ml de una
disolución de sorbitol 1 M, bicina 10 mM, etilen-glicol al 3%, KCl 1,25 M,
CaCl2 30 mM a pH 8,35 y DMSO al 5% (este último, añadido tras la
esterilización) a temperatura ambiente. Una vez lavadas, las células se
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resuspendieron en 0,2 ml de la misma disolución y se transfirieron a tubos de
propileno para congelarlas rápidamente en hielo seco o a-70°C. Tras una
incubación de 10 min se añadieron de 5-20 µg de DNA (sin tratamiento
previo con RNAasa) yse transfirieron rápidamente a un baño de agua a 37°C
con agitación vigorosa durante 5 min. Tras el choque térmico, se añadieron
5 ml de una disolución PEG-1.000 al 40%, bicina 200 mM, pH 8,35,
mezclando muy suavemente, por inversión del tubo, y se incubó durante
60 min a 30°C. Transcurrido ese tiempo, las células se precipitaron a 3.500
r.p.m. durante 5 min y se lavaron con 1,5 ml de una disolución NaC10,15 M,
bicina 10 mM, pH 8,35. Una vez lavadas, las células se resuspendieron en el
volumen adecuado de esta misma disolución para ser sembradas en las
placas selectivas adecuadas. ^
2. á2. MÉTODO DEALTA EFICIENCIA PARA LA TRANSFORMACIÓNDEK 1llCtlS
Las células competentes de K. lactis se prepararon de acuerdo con el
protocolo publicado por Gietz y Woods ( 1994). Se inocularon 5 ml de medio
YPD-0,5% para iniciar un precultivo a partir de una colonia aislada y se
incubó toda la noche a 30°C en agitación. Se deternlinó la densidad celular
con una cámara de contaje y se inocularon 50 ml de YPD-0,5% con 1• 104
células/ml, incubándose a 30°C unas 16 horas hasta alcanzar una A600 no
mayor de la correspondiente a 1,7.10^ células/ml. Las células se
centrifugaron a 3.500 r.p.m. durante 5 min y el precipitado se resuspendió en
1 ml de agua estéril, tras lo cual, se transfirió a un tubo Eppendorff estéril.
Las células se volvieron a centrifugar y se resuspendieron en acetato de litio
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100 mM hasta una densidad aproximada de 2•109 células/ml. Una vez
resuspendidas, las células fueron incubadas a 30°C duranante 20 min.
Tras la preparación de las células competentes, se llevó a cabo la
transformación añadiendo, 5 µl de DNA de salmón (10 mg/ml), previamente
desnaturalizado durante 10 min a 95°C, y 1-5 µg de DNA plasmídico líneal,
a cada tubo Eppendorff que contenía 50 µl de células competentes. Se agitó
el tubo brevemente y se incubó durante 20 min a 30°C. Transcurrido ese
tiempo, se añadieron 300 µl de una disolución de acetato de litio 100 mM,
PEG-3.350 40%, preparada en el momento a partir de acetato de litio 1 M y
PEG-3.355 al 50% (p/v). La mezcla se agitó brevemente en el vórtex y se
incubaron las células durante 20 min a 30°C antes de proceder a un choque
térmico a 42°C durante otros 20 min. Las células se centrifugaron entonces a
5.000 r.p.m. durante 5 min en una microcentrifuga. Se descartó el
sobrenadante de PEG/acetato de litio y las células se resuspendieron en 4 ml
de YPD-0,5% , para un período de recuperación a 30°C durante 2-3 horas
antes de sembrarlas en las placas selectivas.
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2.7. TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS
2. 7.1. PREPARACIÓN DE CÉL ULAS COMPETENTES
E. coli JM 1 O 1, JM 109 y HB 101
Las células competentes se prepararon partiendo de 100 ml de un
cultivo fresco en YT, inoculado 2-3 horas antes con 1-2 ml de un cultivo
estacionario, hasta alcanzar una A600 de 0,6 aproximadamente. Las células se
centrifugaron a 3.500 r.p.m. durante 5 min a 0°C, se lavaron en 50 ml de
NaCI 100 mM, se resuspendieron en 50 ml de C12Ca 100 mM a 0°C y se
incubaron en hielo durante 20 min. Este tratamiento induce a las células a un
estado de "competencia" transitorio, durante el cual las células son capaces
de captar el DNA. Este estado de competencia se mantuvo almacenando las
células en alícuotas a-70°C en un medio rico con un 15% de glicerol estéril.
E. coli DHS
La preparación de células competentes DHS se basa en una
modificación al método de Hanahan (Hanahan, 1983). A partir de una
colonia aislada, se inocularon 5 ml de medio SOC^. Se cultivó con agitación
fuerte a 37°C hasta alcanzar una A590 aproximada de 0,5. Con este precultivo
se reinocularon 100 ml del mismo medio hasta alcazar una A590 entre 0,5 y
0,6. En ese momento se enfrió el cultivo a 4°C durante unos 10 min y se
precipitaron las células a la misma temperatura, durante 10 min a 5.000
r.p.m.. Se retiró el sobrenadante y se lavaron las células en 30 ml de tampón
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TfB-1 frío. Se precipitaron las células de nuevo y se resuspendieron con
suavidad en 4 ml de TtB-2 frío. Las células se repartieron en alícuotas de
200 µl y se congelaron rápidamente a-70°C.
TfB-1:
C12Rb 100 mM
C12Mn 50 mM
Acetato potásico 30 mM
C12Ca 75 mM
Glicerol 15 %
TfB-2:
MOPS pH7 10 mM
C12Rb 10 mM
C12Ca 75 mM
Glicerol 15 %
Ambas disoluciones se esterilizaron por filtración.
2. 7. 2. TRANSFORMACIÓN
E. coli JM101, JM109 y HB101
La transformación se llevó a cabo siguiendo el método de Hanahan
(Hanahan, 1983), sometiendo alícuotas de 200 µl células competentes recién
descongeladas a una incubación de 30 min a 0°C en 800 µl de CaC12 al que
se añade 1-2 µg de DNA plasmídico. Transcurrido ese tiempo, se aplicó un
choque térmico a 42°C durante 2 min. Una vez realizada la transformación,
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las células se incubaron en 4 ml de LB durante 90 min a 37°C antes de
sembrarlas en placas selectivas.
E. coli DH5
Para cada transformación, se descongeló una alícuota de 100 µl de
células competentes. Una vez descongeladas, se añadió el DNA y se incubó
durante 20 min en hielo, tras los cuales se realizó un choque térmico a 42°C
durante 90 s. Transcurrido ese tiempo, las células se incubaron 3 min en
hielo. Antes de sembrar las células en placas selectivas, las células
transformadas se incubaron durante aproximadamente una hora a 37°C con
400 µl de LB.
2.8. TÉCNICAS DE ELECTROFORESIS
Los ácidos nucleicos fueron separados por migración en campo
eléctrico ' dependiendo de su tamaño molecular. Se han utilizado distintos
tipos de geles según las necesidades concretas en cada mo._mento.
2. 8.1. Ĉi^ELES DE AGAROSA
2. 8.1.1. Ĉi^ELES NO DESNATURALIZ.4NTES
Los geles de agarosa ^ no desnaturalizantes se utilizaron para la
separación de fragmentos de DNA generados por digestión con
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endonucleasas de restricción. Los geles se prepararon con porcentajes de
agarosa entre un 0,5 y un 2% en tampón 1xPE, (el mismo utilizado para la
electroforesis), dependiendo del tamaño molecular de los fragmentos a
separar, según describen Sambrook y colaboradores (Sambrook et al., 1982).
Para determinar el peso molecular de los distintos fragmentos,
diferentes marcadores de peso molecular se hicieron migrar al mismo tiempo
que las muestras a 60-100 V, dependiendo del tamaño y concentración del
gel. El tiempo de migración fue determinado en función de la separación de
los colorantes del azul de carga.
1 xPE:
Tris 0,04 M
EDTA 1 mM
Acetato sódico 20 mM
Ácido acético 30 mM
Azul de carga:
H20 0 1 xPE 7 ml
Glicerol 3 ml
Azul de bromofenol 2,5 mg
Xilen-cianol 2,5 mg
2. 8.1.2. GELES DESNATURALIZANTES
Para la separación de RNA en función de su tamaño se utilizaron geles
de agarosa al 1,5% en tampón 1 xMOPS (el mismo utilizado para la
electroforesis). Una vez disuelta la agarosa, se dejó enfriar hasta unos 60°C.
Alcanzada esa temperatura, se le añadió un 37% (v/v) de formaldehído y se
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vertió inmediatamente.
Las muestras de RNA, en 10 µl de H2O, se desnaturalizaron 5 min a
65°C junto con 20 µl de tampón de carga y se enfiiaron rápidamente en
hielo, antes de ser cargadas en el gel. Las electroforesis se realizaron en
cámara fría a 4°C, generalmente a 100 V durante unas 2 horas, dependiendo
de la separación de los azules de carga.
l OxMOPS
Ácido3-[N-Morfolino]-propano-sulfónico 0,2 M
Acetato sódico pH7 50 mM
EDTA 10 mM
Azul de carga
Glicerol 50 % (v/v)
Azul de bromofenol 0,25 %
Xilen-cianol 0,25 %
Tampón de carga
Formamida desionizada 50 %
IOxMOPS 10 %
Formaldehído 37 %
Tinción de los geles de agarosa
Los geles se tiñeron por inmersión en agua (tratada con DEPC, en el
caso de geles de RNA) o en tampón de electroforesis, con un 0,01 % (v/v) de
una disolución de bromuro de etidio 5 mg/ml durante 5-10 min.
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Posteriormente, se destiñeron durante otros 5 min.
Visualización de las muestras
Las muestras se visualizaron exponiendo los geles a la luz U.V. en un
transiluminador Fotodyne.
Fotografiad'o de los geles
Los geles, expuestos a luz U.V. se fotografiaron con película Kodak
X-PIus-Pan 125 ISO, utilizando una apertura de diafragma entre 4 y 5,6 y
exponiéndola entre 10 y 15 s. Se utilizó un filtro rojo Cokin 52 mm RED R2.
2.8.2. GELES DE POLIACRILAMIDA
Los geles de poliacrilamida se utilizaron para la visualización y/o
aislamiento de fragmentos de DNA muy pequeños. También fueron utizados
para secuenciación. Los geles se prepararon a distintas concentraciones de
poliacrilamida, dependiendo del tamaño de los fragmentos de DNA,
oscilando entre un 4 y un 10%.
Para secuenciación, los geles de poliacrilamida se prepararon como
sigue:
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Mezcla para 70 ml:
Urea 50,4 g
Acrilamida al 45% 21,3 ml
lOxTBE 12 ml
Justo antes de verter el gel, se añadieron 130 µl de APS y 60 µl de T^MED.
Disolución de acrilamida al 45% (para SOOmI)
Acrilamida 21,5 g
Bis-acrilamida 7,5 g
IOxTBE (para 1 litro)
Tris 54 g
Ácido bórico 27,5 g
EDTA 7,4 g
Visualizacion de los geles de poliacrilamida
Los geles de poliacrilamida, una vez separados de los soportes de
electroforesis, fueron teñidos del mismo modo que los geles de agarosa, con
bromuro de etidio y visualizados en un transiluminador U.V. Para detectar
bandas de tamaño muy pequeño, se utilizó la tinción de plata. Para ello se
sumergieron los geles en 200 ml de una solución al 0,1 % de ácido acético y
10% de etanol durante 30 min con agitación. Transcurrido ese tiempo, se
lavaron con agua destilada unos segundos y se incubaron otros 30 min en
NO^Ag al 0,1 %. Los geles se lavaron varias veces con agua destilada y se
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cubrieron con una solución al 1,5% de NaOH y 0,5% de formaldehído hasta
que aparecieron las bandas. En ese momento, se paró la reacción con varios
lavados de agua y los geles se guardaron en bolsas de plástico selladas para
facilitar su manipulación.
Fotografiado de los geles de poliacrilamida
Los geles teñidos con bromuro de etidio fueron fotografiados del
mismo modo que los geles de agarosa. En los casos en los que se utilizó la
tinción de plata, los geles se fotografiaron utilizando una película Kodalith
entho film 6556 (8 Asa) de Kodak, con una exposición de 1 s y apertura de
diafragma 11.
En el caso de los geles de secuenciación, los geles fueron expuestos
directamente a películas de rayos X Agfa Curix RP2.
2.9. TÉCNICAS DE MANIPULACIÓN DEL DNA
2. 9.1. DIGESTIÓN DE DNA
Tanto el DNA plasmídico como genómico fueron digeridos con
endonucleasas de restricción de diversas casas comerciales siguiendo sus
recomendaciones en cuanto al tampón y a la temperatura utilizadas. Los tiempos
de digestión variaron, según la cantidad de DNA a digerir, entre 2 y 4 horas.
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2.9.2. AISLAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DE GELES DE
AGAROSA
Los fragmentos de restricción de DNA plasmídico generados por
digestión con endonucleasas fueron aislados individualmente utilizando el kit
"Gene-Clean" de BIO-1001. Para ello, una vez digerido el DNA se hizo
migrar en geles de agarosa al 0,7-1%, dependiendo del tamaño de los
fragmentos a aislar, utilizando como tampón 1 xPE.
2. 9. 3. TRA TAMIENTO CON FOSFA TASA ALCALINA DE L OS VECTORES
TRAS DIGESTIÓN
La fosfatasa cataliza la eliminación de los extremos 5"-fosfato del
DNA, RNA, rNTP y dNTP. Este tratamiento se realizó sobre vectores
digeridos, con el fin de evitar el autoligamiento de éstos. Para ello se utilizó
1 U de fosfatasa alcalina de Boheringer Manheim y 1 µl del tampón
recomendado para un volumen final de digestión de 10 µl. Se incubó la
mezcla durante 30 min a 37°C y, transcurrido ese tiempo, la fosfatasa se
inactivó por calor a 75°C durante 10 min, añadiéndole, previamente, 1 µl de
EGTA 0,2 mM. Tras la inactivación, al DNA se le hicieron dos extracciones
con PCIA y una con CIA. El DNA se precipitó con dos volúmenes etanol al
95% y 1/10 del volumen de acetato sódico 3 M. Se lavó con etanol al 70% y
se secó a vacío para su uso posterior.
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2. 9.4. RELLENO DE LOS EXTREMOS PROTUBER.4NTES DE LOS VECTORES
TRAS DIGESTIÓN
Para rellenar los extremos de DNA monocatenario que se generan al
cortar con determinados enzimas de restricción, se usaron tanto el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa I como la T4 DNA polimerasa de E. coli y
siguiendo las recomendaciones del distribuidor (Boehringer Manheim).
2. 9. S. LIGAMIENTO DE FRAGMENTOS DE DNA
Para las reacciones de ligamiento se utilizó la T4 DNA ligasa
(Boehringer Manheim) siguiendo las recomendaciones del distribuidor. Los
ligamientos de extremos cohesivos se realizaron a temperatura ambiente
durante 2-4 horas, o a 4°C durante toda la noche. Los ligamientos de
extremos romos se realizaron a 18°C con un 13% de PEG-6.000.
2.10. GENERACIÓN DE DELECIONES CON DNAasa I
La obtención de las deleciones de los subclones para secuenciación se
realizó por el método de cortes al azar con DNAasaI (Boehringer Manheim)
(Sambrook et al., 1982).
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Digestión con DNAasa I
5 µl de DNAasa I(1 U/µl) se diluyeron, inicialmente, en 45 µl de
tampón MTS, dejando estabilizar la mezcla unos 20 min a 4°C. Transcurrido
ese tiempo, se prepararon diluciones sucesivas 1:10, 1:100, 1:1000, etc. de
esta mezcla en el mismo tampón.
Mezcla de digestión (MTS) para 20 muestras:
DNA 10-12 µg
tampón MT^1^ 100 µl
SAB (1 mg/ml) 100 µl
H20 hasta VF= 1000 µl
^'1MT= 10 mM MnC12, 0,2 M Tris-C1H pH 7,5.
La mezcla de digestión se repartió en aíícuotas de 48 µl en tubos
Eppendorff, y se añadieron 2 µl de las distintas diluciones de DNAasa I a
intervalos de 15 s. La digestión se paró añadiendo 50 µl de PCIA y agitando
vigorosamente en vórtex, también en intervalos de 15 s, de modo qué todos
los tubos fueron incubados durante 5 min a temperatura ambiente. Sé extrajo
el fenol con CIA, y se tomaron alícuotas de 4 µl para su comprobación en
geles de agarosa al 0,8%. El resto de la digestión se reservó a 4°C. Una vez
examinado el gel, las digestiones que generaron una menor proporción de
DNA super-enrollado o circular se mezclaron y se precipitaron con dos
volíunenes de etanol al 95% y 1/10 de acetato sódico 3 M. EI precipitado se
lavó con etanol al 70% y, tras su secado a vacío, se resuspendió en 75 µl de
H20 estéril.
42
Materiales y Métodos
Digestión con el ENZIMA I
Una vez cortado el DNA en sitios al azar, el ENZIMA I se utilizó para
conseguir las deleciones unidireccionales. Debe ser un enzima que no corte
en el inserto y que pertenezca al MCS del vector de clonación, situado en el
mismo ládo, respecto del inserto, en el que se haya escogido el cebador para
secuenciar.
Mezcla de digestión:
DNA 7 5 µl
SAB (1 mg/ml) 10 µi
Tampón 10 µl
Enzima I 150 U
H20 hasta 100 µl
Se incubó durante 90 min a 37°C y se precipitó el DNA digerido con
134 µl de 2,5 M NaCI, 20% PEG-6.000, ajustando el volumen final a 300 µl
con agua. Se incubó durante otros 90 min en ivelo y se centrifugó a
15.000 r.p.m. durante 10 min, tras lo cual, se retiró el sobrenadante y el
DNA se resuspendió en 100 µl de 1 xTE. Se realizó una extracción con un
volumen de PCIA y una segunda extracción con un volumen de CIA. Se
tomaron unos 10 µl de muestra y se comprobaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 0,8%, para observar si aparecían las bandas de distintos
tamaños producto de la digestión. El resto se precipitó con tres volúmenes de
etanol al 95% y 1/10 de acetato sódico 3 M durante 15-20 min a-70°C.
Transcurrido ese tiempo, el DNA se centrifugó durante 30 min a
15.000 r.p.m., se lavó con etanol al 70% y se secó a vacío.
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Relleno de los extremos protuberantes y li^amiento
El DNA se resuspendió en 18 µl de H2O. Se añadieron 2 µl de tampón
lOx y 0,5 unidades de Klenow (Boehringer Manheim). Se incubó 5 min a
37°C y se añadieron 2 µl de mezcla de nucleótidos 0,125 mM y se incubó
durante otros 10 min a 37°C.
Para la reacción de l^gamiento, a los 22 f.^l de DNA se añadierort:
Tampón de ligasa lOx 15 µl
SAB (1 mg/ml) 15 µl
H20 82 µl
ATP 10 mM 15 µl
T4 DNA ligasa 5 U
La reaccón de ligamiento se incubó toda una noche a 15°C.
Di estión con el ENZIlVIA II y transformación
La digestión con este enzima se realiza para eliminar todos aquellos
plásmidos que no hayan sido delecionados. Se trata de un enzima que no
corta dentro del inserto y del mismo lado del MCS que el ENZIMA I, pero
de localización más próxima al inserto respecto de este enzima. Antes de
digerir se reservaron 5 µl de mezcla de ligamiento para transformar y
comprobar el porcentaje de no delecionados:
DNA 14 5 µl
Tampón lOx 19 µl
SAB (1 mg/ml) ^ 19 µl
Enzima II 150 U
H20 hasta ^ 190 µl
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1
La digestión se incubó a 37°C durante 90 min. Transcurrido ese
tiempo, se tomaron alícuotas de 20 µl para realizar la transformación. Se
utilizaron células competentes JM 109. Los transformantes se sembraron en
placas LBA, preparando distintas diluciones en LB. El DNA plasmídico se
analizó por digestión con los ENZIMAS III y IV.
Esquema de la osp ición relativa de los ENZIlVIAS I, II, III y IV
N 0 1 m
^, INSERTO ^. ,^ ,^
CEBADOR
2.11. AM]PLIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS MEDIANTE PCR
2.11.1. AMPLIFICACIÓN DE DNA
La amplificación de fragmentos de DNA se realizó a partir de DNA
genómico total, DNA plasmídico y, directamente, a partir de células según
los casos.
Las amplificaciones a partir de DNA, tanto plasmídico como
genómico, se realizaron tras un pretratamiento de las muestras con RNasa.
Tras eliminar la RNasa por extracción con fenol, se realizaron varias
45
Esther Rodríguez Belmonte
diluciones para alcanzar el óptimo de amplificación. En los casos en los que
la ampificación se utilizó para subclonar los promotores, con el fin de
estudiar su actividad en distintas condiciones, se utilizó además el enzima
Vent DNA polimerasa (New England Biolabs) para evitar el riesgo de
introducir mutaciones debidas a los posibles errores que pudiese producir la
Taq DNA polimerasa. Cuando fue necesario amplificar fragmentos de DNA
con extremos romos, evitando las colas de adenina que genera la Taq DNA
polimerasa, se utilizó el enzima Pwo de Boehringer Manheim. Las
condiciones de polimerización variaron en cada caso, dependiendo del
tamaño del fragmento a amplificar y de la Tm de los oligonucleótidos.
Para la amplificación de DNA a partir de células, se tomaron colonias
aisladas, con una punta de pipeta automática estéril, directamente de las
placas (aproximadamente unos 2-3 µl de volumen) y se transfirieron a tubos
Eppendorfl" que contenían SOµ de lisozima (20 U/ml). Las células se
incubaron durante unos 20-30 min a temperatura ambiente con agitación.
Transcurrido ese tiempo, las células se precipitaron a 5.000 r.p.m. durante
1 minuto y se retiró el sobrenadante, tras lo cual se procedió a una
desnaturalización de 5 min a 95°C. Inmediatamente después, el precipitado
celular se incubó en hielo durante otros 5 min antes de realizar la PCR para
evitar que las proteasas pudiesen inactivar la DNA polimerasa. La mezcla de
PCR se añadió directamente sobre el precipitado celular.
Una vez terminada la amplificación, las células se centrifugaron a
10.000 r.p.m. durante 1 minuto y se cargaron 10 µl en un gel de agarosa al
2% para su comprobación mediante separación electroforética.
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2.11.2 AMPLIFICACIÓN DE RNA.
Para la amplificación de ácidos nucleicos a partir de RNA se utilizó el
kit Lysate mRNA capture kit for RT-PCR (Amersham). La RT-PCR se
realizó tanto a partir de células como de RNA total. Siempre se hicieron
duplicados en ausencia de retrotranscriptasa como controles negativos.
2.12. SOUTHERN BLOT
Para los experimentos de Southern. blot se utilizó el kit Digoxygenin
labeling and detection (Boehringer Manheim), variando algunas de las
recomendaciones del vendedor en los casos en que fue necesario.
Fundamentalmente estas variaciones se refieren a los tiempos y temperaturas
de hibridación, así como a los lavados de las membranas, hasta conseguir el
óptimo de señal en cada caso. ^-
Tanto en el caso de Southern blot de DNA genómico - como
plasmídico, el DNA digerido se separó mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0,7%. La transferencia del DNA a las membranas Nytran N-13
(Scheider and Schuell) se realizó mediante una bomba de vacío a 50 mBa
durante 2 min con solución de desnaturalización (NaOH 0,4 M, NaCI 1,5 M)
y unos 20-30 min con solución de neutralización (Tris-C1H O,SM, pH 7,8,
NaCI 1,5 M). Una vez transferido el DNA a las membranas, éste se fijó
mediante luz U.V. durante 3 min. Las membranas se guardaron en bolsas de
plástico selladas a 4°C hasta su hibridación.
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2.13. NORTHERN BLOT.
Preparación de las sondas
Las sondas se marcaron utilizando el kit Prime a Gene System
(Promega). Para ello, aproximadamente 30 ng de DNA se disolvieron en
H2O, se hirvieron durante 5 min para su desnaturalización y se enfi iaron
rápidamente en hielo. ^
A1 DNA desnaturalizado se le añadieron los siguientes componentes del kit:
Mezcla de marcaje 7µ1
a32P dATP^ 3 µl
Klenow 1 µl
H20 hasta VF =
^(Amersham)
25µ1 .
Se incubó durante una hora a 37°C y, transcurrido ese tiempo, la
sonda marcada se hizo pasar por una columna de Sephadex-GSO equilibrada
con STE (Tris-C1H 10 mM pH 7,5, EDTA 0,1 M, SDS 1%), recogiendo
fracciones de 200 µl en tubos Eppendorff. La radioactividad incorporada en
dichas fracciones fue determinada en un contador de centelleo (Beta-Wallac)
y se recogieron aquellas muestras con la mayor carga de radioactividad.
Preparación de las muestras
Las muestras de RNA total se hicieron migrar en geles de agarosa
desnaturalizantes, tal y como se describe en el apartado 2.8.1.2. La
transferencia a las membranas de hibridación se realizó mediante una bomba
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de vacío durante 30 min - 1 hora, a 50 mBa, añadiendo continuamente
IOxSSC (NaCI 1,5 M, citrato sódico 0,15 M). El RNA se fijó a las
membranas por exposición a la luz U. V. durante 3 min, tras lo cual, las
membranas se prehibridaron durante 1 hora a 65 °C con 50 ml de solución de
hibridación (Na2HP04 0,5 M a pH 7,2, SDS 7%, EDTA 1 mM).
Transcurrido ese tiempo, se retiró parte de la solución de hibridación,
dejando tan sólo 5-10 ml a los que se les añadió la sonda previamente
desnaturalizada. La hibridación se reaiizó durante una noche a la misma
temperatura.
Los lavados de las membranas con la solución de lavado (2xSSC,
SDS 0,1 %) se realizaron a la misma temperatura de hibridación y a
temperatura ambiente durante unos 10 min. El níunero de lavados varió
dependiendo del grado de emisión de las membranas.
Se utilizaron tanto placas de Phosphorlmager como películas de
autorradiografia para ser expuestas a las membranas radioactivas
La señal de hibridación fue cuantificada por densitometría (Molecular
Dynamics), usando el programa de análisis Image Quant (Microsoft). La
intensidad de la señal fue normalizada en relación con la carga de rRNA y
las unidades arbitrarias se calcularon como la relación entre el volumen de
las bandas de rRNA (media entre 17S y 26S) y el volumen de las bandas de
la señal de hibridación.
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2.14. SECUENCIACIÓN
Las reacciones de secuenciación se realizaron empleando el método
de Sanger y colaboradores (Sanger et al., 1977), utilizando la DNA
polimerasa T7 y Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (Amersham).
Se utilizaron cebadores comerciales o diseñados a partir de la secuencia de
DNA previamente establecida. _
Preparación del DNA molde
El DNA para secuenciación se obtuvo tal y como se describe en el
apartado 2.4.1.2. Los moldes se prepararon a partir de DNA bicatenario
mediante una desnaturalización alcalina, en la que 5 µg de DNA se
incubaron durante 30 min a 37°C en 10 µl de NaOH 2 M, EDTA 2 mM. Una
vez desnaturalizado, el DNA se precipitó con 1,1 µl de acetato sódico 3 M
y 2-3 volíunenes de etanol al 95% durante 30 min a -70°C. Tras la
precipitación, el DNA se lavó con etanol al 70% y se secó a vacío.
Reacciones de secuenciación
Las reacciones de secuenciación se realizaron siguiendo las
recomendaciones del distribuidor del kit de secuenciación antes mencionado.
Gel de secuenciación
Los geles de secuenciación se prepararon en células de secuenciación
de Biorad tal y como se describe en el apartado 2.8.2. Las muestras se
desnaturalizaron a 75°C durante 2 min antes de ser cargadas por primera vez
so
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en el gel y se mantuvieron en hielo para las cargas posteriores. La
electroforesis se realizó a 1.900-2.000 V, manteniendo los cristales de
secuenciación a una temperatwa más o menos constante de 50°C.
Los geles se secaron dwante una hora a 80°C en un secador a vacío.
Una vez seco, la autorradiografia se realizó exponiendo una película de
rayos X Agf ^a Curix RP2 de Agfa.
2.15. ENSAYOS R-GALACTOSIDASA
Para el análisis de la actividad de los promotores fusionados a la
secuencia que codifica a la ^i-galactosidasa, se utilizó el ONPG como
sustrato cromogénico.
Seis colonias de levadwa, transformadas con los plásmidos que portan
la fusión de los promotores con el gen de la (3-galactosidasa, se utilizaron
para inocular un cultivo que se dejó crecer hasta la absorbancia adecuada. La
composición de los medios y la temperatura de cultivo también variaron
dependiendo del experimento, pero en todos los casos se utilizó medio
carente del aminoácido correspondiente a la auxotrofia con el fin de evitar la
pérdida de plásmidos. Los resultados se refirieron a la media de tres
experimentos independientes.
La extracción de proteínas se realizó mediante pulsos de agitación
fuerte con bolas de vidrio en tampón Z(60 mM Na2HP04, 40 mM NaH2P04,
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10 mM KCI, 1 mM Mg2,SO4, pH 7,4), tal y como se describe en Mount y
colaboradores (Mount et al., 1996). La estimación total de proteínas se
realizó mediante el ensayo de cuantificación de Bradford (1976) y utilizando
seroalbúmina bovina como estándar. Se utilizaron 100 y 50 µl de extracto
proteico en un volumen de 1 ml de tampón Z. En tiempo to se añadieron
200 µl de ONPG (4 mg/ml en tampón Z) para la reacción, que se efectuó a
30°C. Una vez iniciada la hidrólisis del sustrato, la reacción se paró con
500 µl de Na2C03 (tiempo tl). La absorbancia se midió a 420 nm y se
calculó la actividad de acuerdo con la siguiente ecuación (Mount et al.,
1996):
U= [A420(Ot x p x 0,0045)] nmol de ONPG/mg/ml
en donde A420 = absorbancia del o-nitrofenol a 420 nm
Ot = tiempo de reacción en min
p= mg de proteína totales utilizados
0,0045 = coeficiente de extinción molar
2.16. PROGRAMAS DE ANÁLISIS DE SECUENCIAS
Búsqueda de ORFs
Para la búsqueda de pautas de lectura abiertas tras la secuenciación, y
para el análisis de hidrofobicidad de las proteínas predichas por estas ORFs
se utilizó el programa DNASIS/PROSIS HITACHI^ (copyright of H^tachi
Software Engeneering Co., LTD.).
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Búsqueda de secuencias homólogas
Para realizar la búsqueda de secuencias homólogas a las ORFs
encontradas, fueron utilizados distintos programas de búsqueda en bases de
datos de nucleótidos y proteínas: FastA y FastN (Pearson, 1990) del paquete
de programas del GCG (Genetic Computer Group) (Devereux, et al, 1984) y
B1astX y BlastN (Basic Local Alignment Search Tool) (Karlin and Altschul,
1990, 1993). ^
Uso de codones de las secuencias codificadoras
Los índices utilizados para el análisis del uso de codones de las ORFs
ICDI (Intrinsic Codon Deviation Index) (Freire-Picos et al., 1994) y CBI
(Codon Bias Index) (Bennetzen y Hall, 1982), fueron calculados con los
programas PICDI (Rodríguez-Belmonte et al., 1996) y CODONS (Lloyd and
Sharp, 1992)
Alineamientos de las secuencias de aminoácidos
Para el análisis comparativo de homologías e identidades de las
distintas secuencias de aminoácidos, se utilizó el programa CLUSTAL V
(Higgins et al., 1992).
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3. Os,rETivos
1^
Objetivos
En el presente trabajo se ha analizado una región de DNA del
cromosoma seis de la levadura Kluyveromyces lactis. Los objetivos
propuestos se describen a continuación:
i. Secuenciación de la región SaII-PstI de 5 Kb.
2. Determinación del número de pautas de lectura abierta (ORF^.
3. Subclonado de las ORFs encontradas. ^
a. Análisis funcional.
a.l. Predicción de función basada en homologías respecto a secuencias
recopiladas en las bases de datos.
a.2. Interrupción génica y análisis fenotípico.
a.3. Análisis de la secuencia de los promotores.
a.a. Análisis de expresión mediante Northerri blot, RT-PCR y fusiones
a genes marcadores.
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4. SECUENCIACIÓN E IDENTIFICACIÓN DE ORFS
1^
Secuenciación e Identificación de ORFs
Con el fin de alcanzar el primer objetivo propuesto, realizamos la
secuenciación de un fragmento SaII-HindIII de 3,8 Kb, que solapa
parcialmente con un fragmento BamHI-PstI previamente secuenciado en
nuestro laboratorio, y localizado en posición 5' del gen K1CYC1 (Fig. 1).
4.1. OBTENCIÓN DE SUBCLONES PARA SECUENCIACIÓN
Se subclonó, en varios fragmentos, una región de unos 5.500 pb del
plásmido original pECI, que contiene parte de K1CYC1, hasta la posición
+245, según el siguiente esquema (Fig. 1).
_ _ _
o ^W ^ ^ m 2 ^ á Q
^ I I I I I I
_ _ _
á
v`i o`^ m 2
^ ^
^
pERB 1.8 pERB 0.6
_
_
E E
m m
^ ^
pERB 1 G
®
1000 pb
..............
KICYC 1
Figura 1. Esquema de los subclones para secuenciación. La región señalada en gris
pertenece a una región previamente secuenciada. La flecha indica la posición del ATG y
el comienzo de la ORF del gen KICYCI.
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El fragmento SaII-BamHI, de 1.863 pb, se insertó en el sitio
SaII-BamHI del sitio múltiple de clonación del vector YEplac 195 . El
fragmento BamHI-BamHI, de 1.458 pb, se insertó en el sitio BamHI de
YEplac195. El fragmento BamHI-HindIII, de 572 pb, se insertó en el sitio
BamHI -HindIII de YEplac 195.
4.2. DELECIONES DE LOS SUBCLONES PARA SECUENCIACIÓN
Los dos fragmentos de mayor tamaño, pERB 1.8 y pERB 1.4, se
delecionaron mediante digestión con DNAasa I, tal y como se describe en
Materiales y Métodos, para generár subfragmentos de menor tamaño. Los
enzimas de restricción utilizados se describen en el siguiente esquema
(Figs. 2 y 3)
Enzima
Enzima
L^1
^_ -
= ti á
R^everse
c_
= Ĥ ^ ti
ui
j
ĥ
Din3ccibn de las
delecionBS
.................
pERB1.8
i w
l j
^ - Dln3cGbn de
1^
--►
las delecbnes
n i iv
1 ! 1
_
^
m
_
u iv
i i
IIII^
-
Reverse Unhrersal
pERB1.8
Figura 2. Deleciones de pERB1.8. Esquema de los enzimas de restricción utilizados
para generar deleciones unidireccionales de pERB 1.8 para su posterior secuenciación.
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Enzima III
1
Ĉ
_
1
^ á
l^
^
tq x
_I___1
Dirección de las
deleciones
^ ................
pER61.4
Reverse
I II
1 !
_
E0
m
^ - ^
U
t^ Y ^ W
^-
Universal
IV
1
_ _ ^
^ Dirección de las E ^ ĉ ^ oÑ k m deleciones
^ ^ Yn y W
U ............ .
pER61.4
Figura 3. Deleciones de pERB1.4. Esquema de los enzimas de restricción utilizados
para generar deleciones unidireccionales de pERB 1.4 para su posterior secuenciación.
Los tamaños aproximados de las deleciones que han sido utilizadas
para secuenciación, estimados en geles de agarosa al 0,7% tras digestión con
los enzimas de restricción III-IV, que separan el inserto íntegro del vector de
clonación (ver Materiales y Métodos), se resumen en las siguientes tablas
(Tablas 1 y 2).
63
Esther Rodríguez Belmonte
Tabla 1. Tamaños aprozimados de los fragmentos generados por deleción del
plásmido pERB 1.8. Los tamaños han sido estimados tras digestión de los
plásmidos con los enzimas de restricción SaII y EcoRI (en el caso de las deleciones
de dirección Universa^ o BamHI y Hi^idIII (en el caso de las deleciones de
dirección Reverse), que liberan el inserto completo del vector.
Lado "Reverse "
Deleción Tamaño en b
^-2 800
^_4 1.050
^-9 1.130
d1_7 1.430
Lado "Universal "
Deleción Tamaño en b
dVIII-68 1.400
dVlll-25 1.200
d Vlll-6 1.150
dX.^_I gg 750
Tabla 2. Tamaños aprozimados de los fragmentos generados por deleción del
plásmido pERB 1.4. Los tamaños han sido estimados tras digestión de los
plásmidos con los enzimas de restricción SaII y EcoRI (en el caso de las deleciones
de dirección Universa^ o HindIII y EcoRI (en el caso de las deleciones de
dirección Reverse), que liberan el inserto completo del vector.
Lado "Reverse "
Deleción Tamaño en b
dVl-15 1350
dVll-24 1100
dIV-13 950
dV-14 700
dVll-22 380
Lado "Universal "
Deleción Tamaño en b
dXll-7 1200
Por este método se aislaron también otros clones que portaban
fragmentos de tamaños intermedios, tal y como se aprecia en las fotografias
de la (Fig. 4), sin embargo, no fueron utilizados para secuenciación, ya que
los descritos en las tablas anteriores fueron suficientes para solapar la
lectura. En aquellos casos en los que no se encontraron deleciones
intermedias, se diseñaron oligonucleótidos sintéticos para poder solapar la
lectura.
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La secuenciación del clon pERB0.6, por no encontrarse los enziinas
adecuados en el sitio múltiple de clonación del vector, se llevó a cabo
mediante "primer walking ", utilizando cebadores diseñados de acuerdo con
la información obtenida en lecturas previas.
B u
M
^
^A r Ñ N Ñ^^ 1^NT T r^^ t0
> > > > > C > > > > > C > > > X M
Figura 4. Digestión con los enzimas de restricción III y IV que liberan el inserto del
vector de clonación. A. Deleciones del clon pERB 1.8, B. Deleciones del clon pERB 1.4.
M: Marcador molecular III (Boehringer). C: Controles de los clones originales sin
delecionar. U.• Universal. R: Reverse.
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4.3. ESTRATEGIA DE SECUENCIACIÓN
La secuenciación de las dos hebras se realizó siguiendo el método de
Sanger (Sanger et al., 1977). Se utilizaron los cebadores Universal y
Reverse para secuenciar tanto los subclones como las deleciones de los
mismos desde los extremos de los insertos. En los casos en los que las
secuenciaciones de las deleciones no se solaparon, se utilizaron
oligonucleótidos sintéticos para utilizar como cebadores de la misma.
La estrategia de secuenciación está esquematizada en la figura 5.
_ _ -
^ ^ ^. ^ ^
W v^ m a^o 2
I ^ ^ ^
^w.__....^ -. -. -^ ^ . . o-^
,k . ^,a . ^ . ^ ^ ^ ^ . ^ .
^ .-^•-^
^^ ^0 . ^ «^y^
^^ ^-.^. ^^
1.000 pb
-^ ' Subclones originales
' Deleciones
Oligonucleótidos sintéticos
Figura 5. Esquema de la estrategia de secuenciación. Las flechas indican la dirección
de la lectura. La secuenciación a partir de los extremos de los fragmentos de los
subclones (*) o de las deleciones de los mismos está diferenciada. Los oligonucleótidos
sintéticos utilizados para solapar la lectura también están indicados (o).
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4.4. ANÁ.LISIS DE LA SECUENCIA
El análisis de la secuencia de DNA mediante el programa DNASIS
reveló la existencia de dos largas ORFs que se encontraban en distintas
pautas de lectura, pero en el mismo sentido. La ORF más cercana al gen
KICYCI , de 1.734 pb, predice una proteína de 577 aminoácidos, con un peso
molecular estimado de 65 KDa. La segunda ORF, más alejada de K1CYC1,
presenta una longitud de 1.245 pb y predice una proteína de 414
aminoácidos, con un peso molecular de unos 47 KDa (Fig. 6).
^(f'V7 11^ ^ ^ N ^ A^ ^ ^ ^ O^^
^ N `(V Ñ f^D p^ N ^ ^ M N N l^ pNj ^^ Q Q Q í^ (^V Q^
_ _ ^ v ^ (^O 2 ^ `. ^ _ ^.^^ _ ^ Q > > _ v^ ^ =
^ -
_ ^ _ - _ ^^ ^ -
^ C C ^ Ó> > Ú fE0 tn Ó' Ú 1E0 in ' ^ a Ĝ Ú Ú Ú ^ Ú v7 >
^_= m m.Q m m a m w m ad x Y Y ww w= m a Q
Figura 6. Localización de las ORFs. Mapa de restricción de la secuencia y localización
de las ORFs respecto de KlCYCI.
4.4.1. SECUENCr,9 DE r.^ ORFI
En la siguiente figura (Fig. 7) se muestra tanto la secuencia de
nucleótidos, como la de aminoácidos, del fragmento de la región secuenciada
que contiene la ORFI , más cercana al gen KIC'YC'1.
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2502 GAG AGA AGG AAA TAT GCA AAT ACA AAT GCA TTA ATG TAA CGT TCT ACC 2549
2550 CAG CAC ATC CAA AGA AAA TGA AAT TAA TAC ACG AAA TTA ATG TGC ATA 2597
2598 CAA ATA GTT ACT TCT CAT ATG CCT ACT TGT TGC AGG CAA CAC CGT TGT 2645
2696 TCA ATG CTA TCC TAC GCT CCC CCC CTT TGC ATA TCA TAT TTC TCT TCA 2693
2699 ATT TTA AAG TTC ATT TCA ATG TCT TTC GGA AAA CCT ATA GTT CTA TCC 2741
2742 TGT CCC TAA TAG TGT TCA TAT TGG GCA GTG GAT TCT TTT TAT TTA TGT 2789
2790 TAA GCA TTC CCT ATT CCT CAC TAG GAA AAG GGC ACT TGG ACA TCA TAA 2837
2838 TTC TTC CTT TTA TAG CAA TAC TTT TCT TTC TAG CTT CCG TCC TAC CTT 2885
2886 TTT CAT ACC GGA TTT CAC CTT GTC AGT TCA TAA TAA TAT CAA TAC TCA 2933
2934 CCT ATT AAG AGC CAC ATG ACG TGC GTG CGA TTG AGT ACT TAA AAA CTA 2981
2982 CTG TTA CCT TTT GTC CAT CGT GTA ACT TTG CAT TTT CTT TGT CAC ATT 3029
3030 TTC CTG TAC AAG AAC TAA CTT GAC AAA ATT GAT TTT CCT TGA AGA GAA 3077
3078 GTC GAA TTA AAA GTT TAA CAG GAA TAT ACT GGG AGG GAC AAA AAG ATG
Met
3125
208
31733126 GAA ACC AAG ACC CTG ATA CAC TCA GGG GCT GCT AAG GAG ATG AGC TAT
209 Glu Thr Lys Thr Leu Ile His Ser Gly Ala Ala Lys Glu Met Ser Tyr 224
3174 ACT GAG AGG TAT AAT GTC GCA CCG CTA ATA CCT TTG CCT GAG TAT CTT 3221
225 Thr Glu Arg Tyr Asn Val Ala Pro Leu Ile Pro Leu Pro Glu Tyr Leu 240
3222 TTT CAT AGA TTA TTT CAG CTC AAC TGC CGT ACT GTG TTT GGA GTT GCC 3269
241 Phe His Arg Leu Phe Gln Leu Asn Cys Arg Thr Val Phe Gly Val Ala 256
3270 AAT TAT TCA ACT GCG AAA CTA TAT CAA GCC ATA GCA GCC AGC GGG ATA 3317
257 Asn Tyr Ser Thr Ala Lys Leu Tyr Gln Ala Ile Ala Ala Ser Gly Ile 272
3318 CAG TGG ATC CAA ACG ATA AAT CAA TTG AAC ACA TCA TTT GCA GTA GAT 3365
273 Gln Trp Ile Gln Thr Ile Asn Gln Leu Asn Thr Ser Phe Ala Val Asp 288
3366 GCA TAC GGG AGA GCT ATC GGA'GTG AGC TGC TAC GTC ACT AGC GAA TCT 3413
289 Ala Tyr Gly Arg Ala Ile Gly Val Ser Cys Tyr Val Thr Ser Glu Ser 304
3414 GCA GAA TTA GGC CAT GTT AAT GGT TTT TTT GGA TCA TTT TGT GAA TAT 3961
305 Ala Glu Leu Gly His Val Asn Gly Phe Phe Gly Ser Phe Cys Glu Tyr 320
3462 GTT CCC ATC TTA CAG GTA GTC GTC TTG GAA CAG TCT CAT GAT CTT GAG 3509
321 Val Pro Ile Leu Gln Val Val Val Leu Glu Gln Ser His Asp Leu Glu 336
3510 AGG TTG ATT GGA GAT GTT TCA ATC TTT CAT GAC GTA GTG GAT GAT CCT 3557
337 Arg Leu Ile Gly Asp Val Ser Ile Phe His Asp Val Val Asp Asp Pro 352
3558 TCT GAG ATA GAC AGT TGT GTA CGA ACG CTT TTT TGG GGG AA.4 CGC CCT 3605
353 Ser Glu Ile Asp Ser Cys Val Arg Thr Leu Phe Trp Gly Lys Arg Pro 368
3606 GTT TAT ATG GGC CTC CGA TCG AAG GAT GCC ACG A.4.4 CTT GTC CCC AGT 3653
369 Val Tyr Met Gly Leu Arg Ser Lys Asp Ala Thr Lys Leu Val Pro Ser 384
3654 AGT TCT CTA AAC GGA AAC ATA GCA GAT AAG ATG GGC ATA AAG AAC ACT 3701
385 Ser Ser Leu Asn Gly Asn Ile Ala Asp Lys Met Gly Ile Lys Asn Thr 400
3702 TTC TTT CAA ACG GAC ACA ATA AAG AGG GTT ATA GAC AAA ATC ATT GCC 3749
401 Phe Phe Gln Thr Asp Thr Ile Lys Arg Val Ile Asp Lys Ile Ile Ala 416
3750 GAA GTT TAC GCT TCA TCA AGG CCA TTG ATC GTG GTT GAT GCA TTA ATT 3797
417 Glu Val Tyr Ala Ser Ser Ary Pro Leu Ile Val Val Asp Ala Leu Ile 432
3798 GAT AGA TAT AAT TAC AAC AGC ACA ATA CAA AAT TTC CTA ACG GAA ACA 3845
d33 Asp Arg Tyr Asn Tyr Asn Ser Thr Ile G1n Asn Phe Leu Thr Glu Thr 448
3846 GGA ATA CCA TTT GTG ACA ACC TTA ATG TCA AAA GGT TCT ATT GAC GAA 3693
449 Gly Ile Pro Phe Val Thr Thr Leu Met Ser Lys Gly Ser Ile Asp Glu 464
3894 AGC TTA CCC AAC TTT GTT GGG ACT TT^^ TTA GGT .ACC ATG TCA CAG CCC 3941
465 Ser Leu Pro Asn Phe Val Gly Thr Fhe Leu Gly Thr Met Ser Gln Pro 480
3942 ATT GTT CGA GAA TA.T ATG AAT AAT GCA GAT TGT ACG TTA ATT TTA GGA 3989
481 Ile Val Arg Glu Tyr Met Asn Asn Ala Asp Cys Ti^r Leu Ile Leu Gly 496
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3990 TGT ATG ATC GAA AAC TTC AAA AAC TCG TAC TGT AGA TTC AAC TAC AAG 4037
497 Cys Met Ile Glu Asn Phe Lys Asn Ser Tyr Cys Arg Phe Asn Tyr Lys 512
4038 AGT AAA AAC CAA ATC TTA CTT TGG AAT GAT AGA GTT AAA ATT GAA AAT 4085
513 Ser Lys Asn Gln Ile Leu Leu Trp Asn Asp Arg Val Lys Ile Glu Asn 528
4086 AAT ATA ATA CCT GAT ATT TTA CTT CAT GAA CTA CTC CCA CAG CTA ATA 4133
529 Asn Ile Ile Pro Asp Ile Leu Leu His Glu Leu Leu Pro Gln Leu Ile 544
4134 GCG TCA TTA GAT ACT ACC AAA ATA GTA AAC TCT CGT CCA GTA ACA ATA 4181
545 Ala Ser Leu Asp Thr Thr Lys Ile Val Asn Ser Arg Pro Val Thr Ile 560
4182 CCG AAT ATG ATA CCC AGA GTA GAA CCG CAA CCG GTG ACA TTT TTG CGA 4229
561 Pro Asn Met Ile Pro Arg Val Glu Pro Gln Pro ' 3al Thr Phe Leu Arg 576
4230 CAG GAG TAC CTT TGG TTT AAG ATG TCT ACA TGG CTA AAA CAA GGT GAC 4277
577 Gln Glu Tyr Leu Trp Phe Lys Met Ser Thr Trp Leu Lys Gln Gly Asp 592
4278 GTT ATT ATT TCT GAA TCT GGT ACC TCA GCT ATT GGT CTC CTA• CAA CAA 4325
593 Val Ile Ile Ser Glu Ser Gly Thr Ser Ala Ile Gly Leu Leu Gln Gln 609
4326 AAA TTC CCA GAT AAT ACT AGG CTA GTA TCC CAA GCA ATT TGG AAT TCA 4373
609 Lys Phe Pro Asp Asn Thr Arg Leu Val Ser Gln Ala Ile Trp Asn Ser 624
4374 TCT GGT TAT TCT ATC GGT GCA TGC CTT GGA ATT TTG GCA GCA TAT CGC 4421
625 Ser Gly Tyr Ser Ile Gly Ala Cys Leu Gly Ile Leu Ala Ala Tyr Arg 640
4422 GAT ATG GGG ACA TTG GAT AAG CAT AGG ATT ATA TTA ATG GTG GGT GAT 4469
641 Asp Met Gly Thr Leu Asp Lys His Arg Ile Ile Leu Met Val Gly Asp 656
4470 GGG TCT TTA CAA TTT ACT TTC CAA GAA CTA AGC ACC ATA TTG ACG CAC 9517
657 Gly Ser Leu Gln Phe Thr Phe Gln Glu Leu Ser Thr Ile Leu Thr His 672
4518 GGT TTC AAA CCT TAC ATT TTT GTA ATA AAT RAT CAA GGT TAT ACC GTT 4565
673 Gly Phe Lys Pro Tyr Ile Phe Val Ile Asn Asn Gln Gly Tyr Thr Val 688
4566 GAC AGA ACC TTG AAT AGA GAA AAG ACC CAT CTG AAC GCT ACA TAC TTC 9613
689 Asp Arg Thr Leu Asn Arg Glu Lys Thr His Leu Asn Ala Thr Tyr Phe 704
4614 GAT ATC CAA CCG TGG GAA CTA TTA AAA CTC CCG TCA CTT TTC TAT TCC 4661
705 Asp Ile Gln Pro Trp Glu Leu Leu Lys Leu Pro Ser Leu Phe Tyr Ser 720
4662 CAA GAG TAT TTC AAG AGA AGA TGT ATG TCG GTT GGG GAA TTG AAT AGT 4709
721 Gln Glu Tyr Phe Lys Arg Arg Cys Met Ser Val Gly Glu Leu Asn Ser 736
4710 TTA TTA AGC GAT AAA GAG TTC AAT AAA TCC GAT CAG TTG AAA ATT GTA 4757
737 Leu Leu Ser Asp Lys Glu Phe Asn Lys 5er Asp G1n Leu Lys Ile Val 752
4758 GAA CTA ATC CTT CCA TCC ATG GAT GTT CCA GTA CTA CTC GAT CCA CGG 4805
753 Glu Leu Ile Leu Pro Ser Met Asp Val Pro Val Leu Leu Asp Pro Arg 768
4806 GAT GAC AGT AGT GAT GAT GAA TCT TCT CCG CAG CAT AAA AGA CCC AGA 4853
769 Asp Asp Ser Ser Asp Asp Giu Ser Ser Pro Gln His Lys Arg Pro Arg 784
485; ACG
785 Thr
TGA AAG GAG AAG GGT GAA ACA GAT ATC AGA GA.4 CTT TCA CGC TTC 4901
490? AAA TAT ATA TAT TAT TTP. ATA AGC ACT GAA CAC AC.4 AGT ACC TGC TTG 4949
4950 GTr, ATC AGT CTC AAT GTT AAC CGC ATT ACC ATT A,4C AAC ACG GCA CGC 4997
499^ TTT TCG TAT CGG CAC TAA CGA AGA GCA CAC CAA AAG TCA CGT GTG CAT 5045
504 r TAT ACC GAT ATT CAC GC'r, A,AG .AAC AGA ATG A,A.G Tr_^. ATA AAT ACT CTA 5093
5094 TTG ATG TCA AAT ACr". GAT AA.T ATG AG^' GAA AA.A A.TA TCr". TCT TCT CAG 5141
5142 GGT AAC ACT GAT CP.G AGA TAT TCC AGA ACC ATT AC^' ATT AAG TTA ATT 5189
5190 GTC ACG TGC CGG TCA GTA CGT ATC ACG TGA CTG TAA CAT ACA TCA GCC 5237
5239 AAC CAA TCA GAT CGC TT^^ CGT TCA CAG TGA CGT CCA ACC TCT GAC AAG 5285
5296 AAT TGC TTT TCC CCA CGC TTT AAT CCC CAT TA,A GAT TAC CC
Figura 7. Secuencia de la ORF1.
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4. 4.2. SECUE1vC^ nE r^ ORF2
En la siguiente figura (Fig. 8) se muestra tanto la secuencia de
nucleótidos, como la de aminoácidos, de un fragmento de la región
secuenciada que contiene la ORF2.
502 GGC ATC CGG TTC CAG GAA AAA CTA TAC TAT TTG AAC AAG CAA TCT TCT 599
550 TCC TAT TAA GTA ATA CTA CGA AGG GGC AAA CTG TTC AGT AGT CTG GCT 597
598 AGT CAG TTC CTA GAT TAT TCT GTC AGA CAA AAC ACT TTT CTT GCT TTC 645
696 TAC GCA TAT ACA AGG GAA GGC TCT CAA CCC AGT CAT GCT TTC AGG CAA 693
694 AAA AAA AAA AAC TAT TTC GAT TTC TCT CTC CTT CAA TTT TCC AGT AAG 741
742 CTG ATT CGA TAC AAT AAA TGT CTG GAC TAA CAA AGC AAT TTG CAA GCA 789
790 GTT TTA GTT TAC TCT TTC CGC TTA GTA TTT ATT GT.t^ TGA ATA AAA CTT 837
838 TGA GAA AGA CAT GAG GAC ATT GGA AAA TTT TTC ATT GAG CCA GAC AAG 885
886 AAA GAC GAT AAA ACT GTT GTT TTT AAC CTG ATT CTC TCC CCC CCG CAT 933
934 AAT ATT TTG AAT CGG TGT GCG CGT GTG TTT GTG AGT GCG TGT GCT GAA 981
982 TAT TTT ATT TTA CTG GTC TTA GAA GAC GTT GCG TGT TTG AAG TTT TTG 1029
1030 GAA AAT TTG GTG AAA TTT AAG GTA AAA AAA AAA GAA CAC CAA GAA CAA 1077
1078 GAC TTC GCA TAT AAC AAT TAA CAC ACA CAG ACA Gr1T CAA TCA CTT CTT 1125
1126 ATC TGT TGT GAG AGA GAA AGG ATT CAG AGA AAA GTG TGC ATG TCA GCA 1173
1174 TAG TTT TAG TAC AAT ACT CCT TTT TTT TTT TGA ATG AAA GTT GGT GAA 1221
Met Lys Val Gly Glu 240
1222 TTG CTC GAA AGT AGC GGT GCC GGT GGT TCA AGA TCT ATT ATT GCA TAT 1269
241 Leu Leu Glu Ser Ser Gly Ala Gly Gly Ser Arg Ser Ile Ile Ala Tyr 256
1270 ACT AAC GAT AAA AAC GCT GGT TTT GAG ACA GAG ATG GAT TCC ATT TTA 1317
257 Thr Asn Asp Lys Asn Ala Gly Phe Glu Thr Glu Met Asp Ser Ile Leu 272
131E CCC AGT GAT GAT TTA AAA CAA GGC AGT CTT CAT AGT AAG AAC AGT CAT 1365
273 Pro Ser Asp Asp Leu Lys Gln Gly Ser Leu His :,^r Lys Asn Ser His 288
1366 GGT AAT GAT GTT AAA ATC GTT CCA GP.T GAA GAC GA,a. GTA ATA ACC CGA 1413
289 Gly Asn Asp Val Lys Ile Val Pro Asp Glu Asl:^ G'.u Va1 Ile Thr Arg 304
1414 AGG ACT GTG GTG AAA. GGC CAT TCC AAt. CCC G,^G GA^ ^ TCA GTT GTT ATT 14 61
305 Arg Thr Val Val Lys Gly His Ser Asn Pro Giu Gl^i ;er Val Val Ile 320
1462 TCA TGC GGC ACA CCT GAA ATT GTG GGA AAT GGT TG, TTT GGT GTC GTT 1509
321 Ser Cys Gly Thr Pro Glu Ile Val Gly Asn Gly S-: Phe Gly Val Val 336
1510 TTC AGA ACA AAA GTG AAA GAG ACT GGG GAG GAT GTT GTr^ ATT AAG AAG 1557
337 Phe Arg Thr L'ys Val Lys Glu Ti-^r Gi}• Glu Asp V,,; 'va: Ile Lys Lys 352
1558 GTT CTA. CAG Gr1T AGA CGG 'I'TT AAG ?..AT AGA GA,S 'Tf; G-.r, ATC ATG Ar.Fi 1605
353 Val Leu Gln Asp Ara rlry F'hr Lys Asr^ ^r^ :31u ^^^. G1^: Ile Met Lys 368
1606 TTG A.TC AGT ^_AT CCG AAT. TTG r.TC G^.T TTG r'-„ti^^ .... ....' TT^^ CTT GAA 1653
369 Leu Ile Ser His Pro Asn Leu Ile As^^ Leu Lys Tyr T;r Phe Leu Glu 384
1654 CAA TCG GAC CAr"-. GAA CTT TF.T CT^, r,AT T.TG r;'?'T ^... Gr,T Tr',C r".TG CCC 1701
385 Gln Ser Asp Gln Glu Leu Tyr Leu .^sn Leu Ile Va: Asp Tyr Met Pro 400
170_^ ATG TCT CTT TAT CAr'^. CGG CTC AA.^. GA^^ TTC ATT Tr"' TT^; CAT Cr1A CCA 1749
401 Met Ser Leu Tyr Gln Arg Leu Lys G1u Phe Ile SFr Ler.r His Gln Pro 416
17 50 ATG GAT CGT TAC GAA ATC AAG ATT TAC: ATG TTC Cr'v^. TTG TTC AAA TCT 17 97
417 Met Asp Arg Tyr Glu Ile Lys Ile Tyr Met Phe Gln Leu Phe Lys Ser 432
%^
Secuenciación e Identificación de ORFs
1748 TTA AAC TAT TTG CAT CAA GTG GTC AAT GTC TGC CAT AGA GAC ATC AAA 1845
433 Leu Asn Tyr Leu His Gln Val Val Asn Val Cys His Arg Asp Ile Lys 448
1846 CCA CAG AAT ATT TTG GTG GAT CCA GAT ACT TTA CTG TTG AAA ATC TGT 1893
449 Pro Gln Asn Ile Leu Val Asp Pro Asp Thr Leu Leu Leu Lys Ile Cys 464 ^
1894 GAT TTG GGG TCT GCT AAA CAG TTG AAA CCA AAC GAG CCC AAT GTG TCA 1941
465 Asp Leu Gly Ser Ala Lys Gln Leu Lys Pro Asn Glu Pro Asn Val Ser 480
1942 TAT ATT TGC TCC CGT TAC TAC AGA GCC CCA GAG TTG ATC TTT GGT GCT 1989
481 Tyr Ile Cys Ser Arg Tyr Tyr Arg Ala Pro Glu Leu Ile Phe Gly Ala 496
1990 ACC AAT TAC ACA ACA AAG ATT GAT ATT TGG TCT GCA GGT TGT GTT ATG 2037
997 Thr Asn Tyr Thr Thr Lys Ile Asp Ile Trp Ser Ala Gly Cys Val Met 512
2038 GCT GAA CTG CTA TTA GGA CAA CCC ATT TTC CCT GGT GAA TCT AAG ATC 2085
513 Ala Glu Leu Leu Leu Gly Gln Pro Ile Phe Pro Gly Glu Ser Lys Ile 528
2086 GAT CAA TTG GTT GAA ATT ATT AAA GTT TTG GGT ACA CCA ACC AGG GAA 2133
529 Asp Gln Leu Val Glu Ile Ile Lys Val Leu Gly Thr Pro Thr Arg Glu 544
2134 GAG ATC TGT TCC ATG AAT GAA AAC TAC TCC GAA CAT AAG TTC CCT CAG 2181
595 Glu Ile Cys Ser Met Asn Glu Asn Tyr Ser Glu His Lys Phe Pro Gln 560
2182 ATC AGA CCG ATC CCA TTG AAT AGG ATC TTC AAG AAG GAA ACA CAG GAA 2229
561 Ile Arg Pro Ile Pro Leu Asn Arg Ile Phe Lys Lys Glu Thr Gln Glu 576
2230 ACT ATA GAC TTA TTA TAC CAT ATC ATG AAA TAT GAT CCT AAT ATC AGA 2277
577 Thr Ile Asp Leu Leu Tyr His Ile Met Lys Tyr Asp Pro Asn Ile Arg 592
2278 TAC AGC GCT TTA CAA TGT ATG TTC AAT TCG ACG TÁC TTC ACT GAT ATC 2325
593 Tyr Ser Ala Leu Gln Cys Met Phe Asn Ser Thr Tyr Phe Thr Asp Ile 608
2326 GTC AGC AAC ACC GGG TCG GAC TCA AAC CTT TCG TTG ATC GAT TCT TTA 2373
609 Val Ser Asn Thr Gly Ser Asp Ser Asn Leu Ser Leu Ile Asp Ser Leu 624
2374 CCA TTG CTA CAT TTT GAG GAA AGT GAA TTA CAA GGG TTG TCA TCT AAC 2421
625 Pro Leu Leu His Phe Glu Glu Ser Glu Leu Gln G1}^ Leu Ser Ser Asn 640
2422 GAT ATA TAT AGA TTG ACT GGC AAA CTG ATA TAG AAC CGA CAA GAC AAA 2469
641 Asp Ile Tyr Arg Leu Thr Gly Lys Leu Ile "` Asn Ary Gln Asp Lys 656
2470 AGG AAA ACT AAA AAC AAA AAA AAA GAC
657 Arg Lys Thr Lys Asn Lys Lys Lys Asp
TAL3 TTG AGA GAA GGA AAT ATG 2517
2518 CAA ATA CAA ATG CAT TAA TGT AAC GTT CTA CCC AGC ACA TCC AAA GAA 2565
2566 AAT GAA ATT AAT ACA CGA AAT TAA TGT GCA TAC AA.r", TAG TTA CTT CTC 2613
2614 ATA TGC CTA CTT GTT GCA GGC AAC ACC GTT GTT CAA TGC TAT CCT ACG 2661
2662 CTC CCC CCC TTT GCA TAT CAT ATT TCT CTT CAA TTT TAA AGT TCA TTT 2709
2710 CAA TGT CTT TCG GAA AAC CTA TAG TTC TAT CCT GTC CCT AAT AGT GTT 2757
2758 CAT ATT GGG CAG TGG ATT CTT TTT ATT TAT GTT AA^ CAT TCC CTA TTC 2805
2806 CTC ACT AGG AAA AGG GCA CTT GGA CAT CAT AAT TCT TCC TTT TAT AGC 2853
2854 AAT ACT TTT CTT TCT AGC TTC CGT CCT ACC TTT TTC ATA CCG GAT TTC 2901
2902 ACC TTG TCA GTT CAT fWT AAT .ATC AAT P.CT CAC CTA TTA AGA GCC ACA 2949
2950 TGA CGT GCG TGC GAT TGA GTA CTT P_=^ AAC TAC Tí;1' Tr.C CTT TTG TCC 2997
299° ATC
Figura 8. Secuencia de la ORF2.
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4.5. COMPARACIÓN DE LAS SECUENCIAS CON LAS BASES DE DATOS
Las secuencias de ambas ORFs fueron contrastadas con las bases de
datos con el fin de averiguar la exi ŝtencia de secuencias conocidas
homólogas. Para ello se utilizaron tanto los programas Fast (Pearson, 1990)
del GCG (The Genetic Computer Group) (Devereux et al., 1984), a través
del Servei de Bioinformática de la Universidad de Valencia, y los programas
Blast (Karlin y Altschul, 1990; 1993), a través del servidor de é-mail
Blast@ncbi.nlm.nih.gov.
La ORFI presenta Itomologúxs sig^úficaávas co^i piruvatn descarbo.xilasar.^
El resultado de la búsqueda de homologías con la secuencia que
contiene la ORFI en las bases de datos muestra que dicha ORF codifica una
proteína con grandes similitudes con piruvato descarboxilasas. En las
siguientes tablas se presentan los datos de homología e identidad obtenidos
tras el análisis, utilizando distintos programas, así como el tamaño del
fragmento de máxima homología (solapamiento). BlastX, compara los
productos de traducción conceptuales de las seis pautas de lectura posibles
de una secuencia bihebra con las bases de datos de proteínas (Tabla 3).
B1astN, compara una secuencia nucleotídica con las bases de datos
nucleotídicas (Tabla 4). FastN, hace una búsqueda, por el método de
Pearson y Lipman ( 1988), de similitudes entre una secuencia determinada y
la base de datos, y es más sensible que Bla.st en ^ el caso de búsquedas de
similitudes entre secuencias de nucleótidos (Tabla 5); y TFastA, que realiza
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una búsqueda, también basada en el método de Pearson y Lipman (1988), de
similitudes entre una secuencia peptídica detemlinada y las bases de datos,
haciendo una lectura de las seis posibles pautas de lectura antes de iniciar Ia
comparación (Tabla 6).
Tabla 3. Resultado del análisis BalstX de la ORFl.
BlastX
Locus Tamaño (Aa % Ident. Sola amiento % Homol. Sola amiento
1 YDL080c 569 39 238 59 235
2 S. cerevisiae PDCI 563 32 140 56 140
3 K. marxiamis PDCI a 564 29 138 SS 138
4 K. lactis PDCa 564 28 140 52 140
5 S. cerevisiae PDCS 564 27 138 SS 138
6 S. cerevisiae PDC6 564 33 121 56 121
7 S. ombe robable PDC 460 21 195 45 195
Tabla 4. Resultado del análisis BlastN de la ORFI.
B1astN
Locus Tamaño b) % Ident. Sola amiento % Homol. Sola anriento
1 S. cerevisiae PDCS 1.689 68 132 68 132
2 H. uvariim PDC 1.692 68 132 68 132
3 YDL080c 1.830 53 188 ^ 3 188
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Tabla 5. Resultado de la búsqueda de homologías con la ORFI, utilizando el
programa FastN
FastN
Locus Tamaño b % Identidad Sola amiento
1 H. uvarum PDC 1.692 SS 1.243
2 K. marxiarrus PDCIa 1.692 53 1.107
3 S. cerevisiae PDCI 1.689 54 863
4 S. cerevisiae PDC6 1.689 SI 1.084
5 S. cerevisiae PDCS l. 689 54 1.034
Tabla 6. Resultado del análisis TFastA de la ORFI.
TFastA
Locus Tamaño Aa. % Identidad Sola amiento
1 K. marxianus PDCI a 564 31 533
2 S. cerevisiae PDCl 563 32 528
3 S. cerevisiae PDC6 S63 33 528
4 S. cerevisiae PDCS 563 29 533
5 H. uvarum PDC 564 32 526
El resultado de las búsquedas de secuencias homólogas en las bases
de datos muestra una preferencia clara por los alineamientos con secuencias
que codifican piruvato descarboxilasas. Podria suceder que dichas homologías
se debiesen al hecho de que la ORFl parece codificar para una proteína que
contiene un centro catalítico conservado de unión al cofactor TPP. Esta
región conservada existe tanto en la piruvato descarboxilasa como en otros
enzimas que requieren la unión a dicho cofactor para su actividad catalítica,
tales como la piruvato oxidasa o la acetolactato sintetasa. Si el grado de
homología que se refleja en los alineamientos obtenidos por los distintos
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programas se debiese únicamente a la presencia de esta región conservada,
se esperaría que apareciesen proteínas TPP-dependientes con porcentajes de
similitud similares a los de las secuencias de piruvato descarboxilasas. Los
alineamientos producidos por el programa Blast son muy significativos a este
respecto, ya que sólo se muestran los mejores porcentajes de identidad y
similitud de los fragmentos de máxima homología, y no de la secuencia
completa, o casi completa, como sucede en el caso de las búsquedas con el
programa Fast. Los porcentajes obtenidos con el programa Fast, aun siendo
algo más bajos como cabría esperar, no son muy diferentes de los obtenidos
con Blast. De los primeros cuarenta alineamientos (descontando todo tipo de
versiones distintas de un mismo gen) de BlastX (secuencia en aminoácidos),
tan sólo hay siete secuencias desconocidas, que se encuentran en las bases
de datos especificadas como proteínas similares a piruvato descarboxilasas,
y siete secuencias distintas a piruvato descarboxilasas, de las cuales 6 son
indol-3-piruvato descarboxilasas. Entre las proteínas con similitud a piruvato
descarboxilasas se encuentra la ORF YDL080c, recientemente identificada
como TH13, un regulador positivo del metabolismo de la tiamina en
S. cerevisiae, que contiene un dominio de unión a TPP conservado.
Se realizó un segundo análisis de B1astX con la región KpnI-KpnI, de
372 pb, que no contiene la secuencia conservada de unión a TPP, para
averiguar si, de este modo, descendían los porcentajes de homología o
aparecían nuevas secuencias con características distintas. El resultado se
puede observar en la siguiente tabla (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultado de la búsqueda de secuencias homólogas con el programa BlastX
utilizando una región de la ORFl de 375 pb que no contiene el posible sitio de
unión a TPP.
BlastX K nI-K nI
Locus % Ident. Sola amiento % Homol. Sola amiento
1 S. cervisiae PDCI 28 73 58 73
2 S. cerevisiae PDCS 28 73 58 73
3 K. marxianus PDCIa 28 73 57 73
4 H. uvarum PDC 30 73 60 73
5 S. cerevisiae PDC6 31 54 62 54
6 K lactis PDCa 27 73 52 73
7 S. ombe (desconocida 20 108 45 108
En esta tabla se muestra el resultado de búsqueda en BlastX, en la que
se hacía una petición de los 30 mejores alineamientos. Sin embargo, sólo
aparecieron ocho secuencias, de las cuales siete son piruvato
descarboxilasas, incluyendo una secuencia aminoacídica desconocida de
Schizosaccharomyces pombe, identificada en la base de datos como posible
pi^ruvato descarboxilasa. En todos los alineamientos, los porcentajes de
homología son similares a los obtenidos con las búsquedas en las que se ha
utilizado la ORF completa.
Esto sugiere que la ORFI codifica una proteína con similitudes
significativas con otras piruvato descarboxilasas, por lo que se la denominó
KIPDCB, nombre con la que se envió a la base de datos EMBL, y puede
localizarse con el número de acceso X87929.
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La ORF2 tiene grandes similitudes con la familia de protefnas GSK-3
Se realizó con la ORF2 el mismo análisis de contraste con las bases de
datos que se había llevado a cabo con la ORFI (KIPDCB). Los resultados se
muestran en las siguientes tablas.
Tabla 8. Resultado del análisis BlastX de la ORF2.
BlastX
Locus Tamaño (Aa.) % Ident. Sola . % Homol. Sola .
1 MDSI/RIMI1/ScGSK-3 370 72 220 8S 220
2 MRKI 376 61 225 77 225
3 A. thaliana alfa 406 61 192 79 192
4 A. thaliana gamma 410 62 192 80 192
5 Hum. GSK-3 alfa 484 76 133 87 133
6 R. riorvegicus tau 421 74 133 87 133
7 Hum. GSK-3beta 463 74 133 87 133
8 R. norvegicus GSK-3 alfa 484 76 133 87 133
9 R. norvegicus GSK-3 beta 421 76 133 87 133
10 D. melanogaster sgg39 S7S 73 135 86 135
11 D. discoideum 469 68 132 82 132
12 MCKI 376 60 114 76 114
Tabla 9. Resultado del análisis BlastN de la ORF2.
BlastN
Locus Tamaño b) % Ident. Sola . % Homol. Sola .
1 ScGSK-3/MDSI/RIMII 1110 67 636 67 636
2 A. thaliarra kappa 1128 68 393 68 393
3 A. thalia^7a c^eta 1239 62 ^ S54 62 544
4 MRKI 1128 63 641 63 405
5 Hum. GSK-3 alfa 1-152 68 384 68 389
6 D. discoideum 1-107 66 388 66 388
7 R. norvegicus alfa 1452 66 390 66 390
8 D. melanogaster zw3/sgg 2202 71 360 71 360
9 R. ^iorvegicus beta 1263 70 385 70 385
10 R. norvegicus tari 1263 70 38S 70 385
11 Hrim. GSG-3 beta 1263 30 386 70 386
12 MCKI 1128 63 2993 63 299
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Tabla 10. Resultado de la búsqueda de homologías con la ORF2, utilizando el
programa FastN .
FastN
Locus Tamaño b % Identidad Sola .
1 MDSI/RIMI1/ScGSK-3 1.110 63 972
2 Hum. GSK-3 beta 1.389 62 823
3 D. melarrogaster zw3/sgg 2. 202 62 856
4 MRKI 1.128 63 834 ^
5 R. norvegicus GSK-3 beta 1.263 63 751
6 R. norvegicus tau 1.263 63 751
7 Hum. GSK-3 beta 1.452 63 751
8 R. norvegicus GSK-3 alfa 1.452 62 758
9 D. discoideum 1.407 62 856
10 A. thaliarra AtK-1 1. 410 65 186
11 A. thaliana gamma 1.230 62 833
12 MCKI ^ 1.128 S 7 617
Tabla 11. Resultado del análisis TFastA de la ORFZ.
TFastA
Locus Tamaño Aa. % Identidad Sola .
1 MDSI/RIMII/ScGSK-3 370 66 339
2 MRKI 376 57 332
3 S. pombe Skpl 354 48 348
4 R. norvegicus tau 421 SO 347
5 Hum. GSK-3 alfa 484 SO 347
6 R. norvegicus GSK-3 beta 421 SO 347
7 D. discoideum 469 42 389
8 Hum. GSK-3 heta 463 47 396
9 R. norvegicus GSK-3 alfa 484 47 396
10 D. melar^ogaster sgg10 483 48 371
1 1 D. melanogaster zw3/sgg 734 48 380
12 MCKI 376 37 324
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Como se puede apreciar en las tablas anteriores, el resultado de la
búsqueda, sea cual sea el método utilizado, es el mismo. Los porcentajes de
homología e identidad mayores se obtienen con el locus de S. cerevisiae
ScGSK-3/MDSI/RIMI1. Estas homologías, de hasta un 85% en la región
catalítica (Hanks et al., 1988), son claramente significativas. El resto de las
secuencias de gran homología (no todas representadas en estas tablas)
corresponden a Ser/Thr-quinasas de la familia GSK-3, hasta el alineamiento
con MCKl. Se han representado las más significativas, de S. cerevisiae
(ScGSK-3/MDSI /RIMI l, MRKI y MCKI ), de mamíferos (GSK-3 a y
GSK-3^3 de Homo sapiens y Rattus norvegicus), de Drosophila
melanogaster (distintas formas shag^y), de Arabidopsis thaliana (se han
encontrado hasta seis secuencias sliaggy-like), Dyctiostelium discoideum y
Schizosaccharomyces pombe.
Dada la gran homología de la U1ZF2 con las proteínas de la familia
GSK-3, se la denominó KIGSK-3, nombre con el cual fue enviada a la base
de datos EMBL, y le ha sido asignado el níunero de acceso X87930.
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Estudio del gen KIPDCB
5.1. INTRODUCCIÓN
5.1.1. F^INCIONES RELACIONADAS CON GENES HOMÓLOGOS A KIPDCB
La piruvato descarboxilasa (E.C. 4.1.1.1.) ha sido aislada en levaduras
y en semillas de plantas, como en el arroz (Hossian et al., 1996). Es
relativamente rara en procariotas, habiendo sido aislada en Sarĉinia
ventriculi (Lowe y Zeikus, 1992) entre otras. Este enzima es una liasa
dependiente de pirofosfato de tiamina (TPP), un cofactor termoestable,
esencial para una serie de enzimas implicados en el metabolismo de los
carbohidratos, como la piruvato descarboxilasa (E.C. 4.1.1.1.), piruvato
oxidasa (EC 1.2.3.3.), transcetolasa (EC 2.2.1.1.), o componentes
descarboxilantes que forman parte de complejos multienzimáticos, como la
piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa. La reacción de
descarboxilación se realiza de un modo irreversible en condiciones
fisiológicas a pH 6, y requiere la unión con el cofactor, TPP, e iones Mg+2
(Eppendorfer et al., 1993; K^nig et al., 1993; Vaccaro et al., 1995). La
piruvato descarboxilasa interviene también en la forrnación de los alcoholes
aromáticos, los componentes volátiles más importantes de las bebidas
alcohólicas (Derrick y Large, 1993).
La estructura de la piruvato descarboxilasa de S. cerevisiae ha sido
materia de controversia. Diferentes autores sugirieron en un principio una
estructura dimérica o tetramérica compuesta por subunidades idénticas o
muy similares. La existencia de dos subunidades distintas no puede ser
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explicada por la generación de un posible transcrito de menor tamaño,
observado por Kellerman y colaboradores (Kellermann et al., 1986). Este
transcrito finalizaría a 46 pb en dirección 5' del codón de terminación y
podría dar lugar a la subunidad de menor tamaño. Sin embargo, este segundo
transcrito no ha sido encontrado en otras líneas de S. cerevisiae. Según
algunos autores, la piruvato descarboxilasa aislada de líneas genéticamente
definidas y deficientes en varias proteasas, es un tetrámero compue ŝto por
subunidades idénticas de 62 KDa cada una (Ullrich y Leube, 1986). Estudios
posteriores indican que en S. cerevisiae hay, al menos, dos isoenzimas
denominadas a4-PDC y a"2^i2-PDC ( Vaccaro et al., 1995) y otros, sin
embargo, que se trata de un homotetrámero (Killenberg-Jabs et al., 1997).
5.1.2. LA PIRU^ATO DESCARBOXILASA DE S. cerevisiae.
Tres genes estructurales codifican proteínas con actividad piruvato
descarboxilasa en S. cerevisiae.
En S. cerevisiae existen tres genes que codifican para la piruvato
descarboxilasa: PDC1, PDCS y PDC6. Schmitt y Zimmerman aislaron
mutantes de S. cerevisiae que mostraban una actividad muy reducida, o casi
indetectable, de piruvato descarboxilasa en extractos crudos y que eran
incapaces de fermentar glucosa Zimmerman (Schmitt y Zimmerman, 1982).
Estos mutantes se agruparon en dos grupos de complementación distintos. La
mutación pdcl era semidominante y uno de los mutantes, pdcl -8, era
incapaz de crecer en glucosa como única fuente de carbono, y tampoco
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presentaba actividad piruvato descarboxilasa detectable in vitro. La
mutación pdc2 era recesiva y los mutantes presentaban una actividad
piruvato descarboxilasa reducida. Los dobles mutantes pdcl pdc2 no
mostraban ninguna actividad piruvato descarboxilasa y eran incapaces de
fermentar en glucosa. Estos fenotipos sugirieron que PDCI era el gen
estructural para la piruvato descarboxilasa y que PDC2 estaba involucrado
en la regulación de la síntesis o de la actividad del enzima. Posteriormente,
se identificaron otros dos genes estructurales, PDCS (Hohmann y Cederberg,
1990; Seeboth et al., 1990) y PDC6 (Hohmann, 1991); y dos genes
reguladores no bien caracterizados, PDC3 (Wright, 1989) y PDC4 (Tesis
doctoral de Seehaus, 1986).
E1 gen PDCl.
El gen PDCI (X04675) fue clonado por complementación de la
mutación pdcl -8. En multicopia, este gen produce un incremento en los
niveles de actividad piruvato descarboxilasa y los análisis de Northern blot
mostraban que este clon hibridaba con mRNA de unas 2000 bases. (Schmitt
et al., 1983).
El análisis de la secuencia nucleotídica del gen mostró que, al igual
que en otros genes de elevada expresión, tales como ADHI u otros genes
que codifican para enzimas glucolíticos, PDC1 presenta un CBI (Codon Bias
Index) muy elevado, de 0,95. Este índice proporciona una medida del uso
preferente de codones, que se corresponde con las especies más abundantes
de tRNA. La secuencia nucleotídica de este gen predice una proteína de
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563 Aa., con un peso molecular de 62 KDa. En la región 5' de PDCI se han
encontrado características estructurales, tales como una purina en posición
-3 y una timina en posición +6 que suelen encontrarse en otros genes
glucolíticos que son de elevada expresión en levaduras. También presenta
dos posibles cajas TATA, en la posición -143 (TATATAAA) y otra, menos
adaptada al consenso, en la posición -56 (AATTATTAT) (Kellerrnan et al.,
1986).
En el promotor se han encontrado secuencias que determinan la
inducción de la transcripción de PDC1, de 4 a 30 veces, durante el
crecimiento en fuentes de carbono fermentablés. Una de ellas es la
denominada caja RPG o UAS^o. Es una secuencia de 13 nucleótidos que se
encontró inicialmente en la región 5' de 16 genes ribosómicos
(AI^AI^ACCCANNCATI^T^^) (BUChman et al., 1988). Generalmente estas
secuencias RPG se organizan en tándem, y son el sitio de unión de la
proteína multifuncional, Rap 1 p (TUF) (Moehle y Hinnebusch, 1991; Shore,
1994). Algunos genes que codifican para enzimas que se inducen en
presencia de fuentes de carbono fermentables presentan sitios de activación
RPG que median la respuesta a fuente de carbono, como ENO1 (Cohen et
al., 1987), ENOZ (Cohen et al., 1986), FBP1 (Mercado y Gancedo, 1992),
PCKI (Mercado y Gancedo, 1992), PGKI (Ogden et al., 1986) o PYKI
(Nishizawa et al., 1989). En el promotor de PDCI se ha encontrado una caja
RPG, que se encuentra entre las posiciones -636 y-622 pb, respecto del
ATG (Butler et al., 1990). La deleción de esta secuencia reduce
drásticamente la expresión de PDC1, y parece ser la responsable de
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estimular la expresión tanto en glucosa como en glicerol. Los ensayos de
unión a proteínas reguladoras realizados por Butler y colaboradores indican
que una proteína se une a la región 5' de PDCI que contiene la caja RPG
(Butler et al., 1990).
Sin embargo, los máximos niveles de inducción en glucosa parecen
depender de la existencia de otra señal, posiblemente repeticiones de la
secuencia CTTCC. Este pentámero (o el heptámero GCTTCCA) está
implicado en la regulación de genes glucolíticos (Buchman et al., 1988).
Mutaciones de esta secuencia en los promotores de los genes EN02 y PYKI ,
provocan una reducción de su expresión. Estas secuencias parecen ser
posibles sitios de unión a Gcrl p, también llamado GPE (de GRF/Rapl p
potentiator element), proteína que parece aumentar el efecto de Raplp sobre
la transcripción. En PDCI hay una secuencia CTTCC que se solapa con la
caja RPG, localizada a-625 pb del ATG; una segunda (que concuerda con el
heptámero) se encuentra a-608 pb, y hay otros dos pentámeros más que se
solapan a-585 y -581 pb. La pérdida de esta región también provoca una
reducción significativa de la expresión de PDC1 (Butler et al., 1990).
La región entre -631 y-463, que está implicada en la regulación por
glucosa contiene, además de la caja RPG y las repeticiones CTTCC, tres
repeticiones AAA/TRGCATA localizadas en las posiciones -515, -527 y -560
(Kellermann y Hollenberg, 1988).
La región entre -463 y-286 ha sido implicada en la regulación por
etanol. Contiene una cuarta repetición AAA/TRGCATA en -560 (Kellermann
y Hollenberg, 1988) y también tiene un sitio de unión de la proteína Abflp,
s^
Esther Rodriguez Belmonte
un regulador transcripcional de varios genes como, HOPI (Gailus-Durner et
al., 1996), QCR8 (de Winde et al., 1993), COX6 (Trawck et al., 1992) o el
gen que codifica para la proteína ribosomal S33 (Hoekstra et al., 1992).
E1 gen PDCS
Inicialmente se consideró que el único gen estructural que codificaba
la actividad piruvato descarboxilasa en S. cerevisiae era PDC1.
Sorprendentemente, Schaaff y colaboradores (Schaaff et al., 1989)
encontraron que los mutantes por deleción del gen PDCI (pdcl °)
presentaban un fenotipo distinto a los mutantes puntuales (pdcl ). Estos
mutantes eran capaces de fermentar la glucosa y, además, en los estudios de
Northern blot aparecía un transcrito del mismo tamaño que el generado por
PDC1. Estudios previos de Southern blot utilizando el gen PDC1 como
sonda, mostraban la existencia de dos loci distintos de hibridación, el propio
PDCI y una segunda secuencia que fue inicialmente considerada como un
pseudogen (Schmitt et al., 1983) y que, finalmente, resultó ser PDCS
(Hohmann y Cederberg, 1990; Seeboth et al., 1990).
El gen PDCS (X 15668) presenta un CBI (codon bras index) bastante
alto (0,84), pero no tanto como PDC1 (0,95) o los enzimas glucolíticos de
elevada expresión, cuyos CBI suelen ser superiores a 0,9. Este gen
restablece hasta un 70 - 80% de la actividad piruvato descarboxilasa,
capacitanto a la línea pdcl ° para crecer en glucosa incluso cuando la
respiración es bloqueada con antimicina A.
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La secuencia nucleotídica de este gen predice una proteína de
563 Aa., al igual que PDC1, y unos 62,5 KDa, con un 88% de identidad, y
un 92% de homologíá, con la secuencia de PDC1. La región 5' de la
secuencia nucleotídica presenta una posible caja TATA en la posición -125
(TATATAA), pero no presenta homologías con la región no codificadora de
PDC1. De hecho, no se ha enconúado ninguna caja RPG, y sólo hay una
secuencia CTTCC en la posición -790, y algunos elementos similares a esta
secuencia alrededor de la posición -550 (Hohmann y Cederberg, 1990).
A pesar de no haberse encontrado señales de regulación similares a las
de PDC1, la expresión de PDCS, medida en el mutante pdcl °, parece ser
básicamente la misma que la de PDC1, con la excepción de que los niveles
basales de expresión en condiciones no inductivas (glicerol más etanol)
parecen ser menores que la que muestra PDC1. La deleción de PDCS no
produce reducción específica de la actividad piruvato descarboxilasa, es
más, las líneas salvajes transformadas con plásmidos multicopia con el gen
PDC^ no muestran un incremento de actividad piruvato carboxilasa, al
contrario de lo que ocurre con PDCI (Hohmann y Cederberg, 1990).
El drástico efecto de la mutacióm pdcl -8 sobre la expresión de PDCS
es mucho más pronunciado en líneas pdcl -8/pdcl ° que en líneas
pdcl -8/PDC1 (Tabla 12). A nivel transcripcional, en líneas PDC1 salvajes,
el gen PDC'^ apenas se expresa. Sin embargo, en líneas pdcl °, el gen se
transcribe casi en la misma proporción en la que lo hace PDC1 en líneas
salvajes. Curiosamente, el promotor de PDCI parece ser mucho más activo en
los mutantes pdcl °, ya que se ha encontrado una mayor cantidad de transcrito
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truncado en dichos mutantes (Schaaf et al., 1989), dato corroborado por los
ensayos de actividad ^3-galactosidasa de la fusión del promotor de PDCI con
el gen lacZ de E. coli en líneas salvajes y líneas mutantes. Por lo tanto,
además de una regulación debida a la inducción por deteminados metabolitos
y/o NADH, parece existir otro cotrol de autorregulación entre ambos genes
de mecanismo desconocido (Seeboth et al., 1990).
Tabla 12. Porcentaje de actividad piruvato descarboxilasa en
distintos mutantes de S. cerevisiae de distintas líneas diploides
y haploides.
Líneas actvidad PDC
PDC1/PDCI 100 %
PDC1/pdcl ° 80 %
PDC1/pdcl -8 30 %
pdcl° 45 %
pdcl -8 >1 %
El gen PDC6
Los análisis de Southern blot de DNA genómico con un nivel de
estringencia muy bajo y utilizando el gen PDC'1 como sonda, inostraron que,
al menos, un gen adicional presentaba homologías significativas con PDCI y
PDC'^ (Hohmann, 1991). Aunque en un principio el autor interpretó que se
podría corresponder con el gen IL v2, que codifica para la acetolactato
sintasa, o bien con otros genes no identificados que pudiesen codificar para
enzimas dependientes de TPP, resultados posteriores llevaron a la clonación
e identificación de un tercer gen, PDC'6 (X55905) (Hohmann, 1991). La
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secuencia nucleotídica de este gen demostró la gran homología que comparte
con los otros dos genes estructwales PDCI y PDC^. La secuencia predice
también una proteína de 563 Aa., y los porcentajes de homología e identidad
se reflejan en la Tabla 13.
Tabla 13. Porcentaje de identidades entre las secuencias
aminoacídicas y nucleotídicas de los tres genes estructurales de la
piruvato descarbo^lasa de S. cerevisiae.
% Identidad
Genes comparados aminoácidos nucleótidos
PDC1-PDCS 88 92
PDCI -PDC6 88 74
PDC^-PDC6 80 73
A pesar de estos porcentajes de identidad tan elevados, PDC6
presenta un CBI muy bajo (0,29), a diferencia de lo que ocurre con los genes
PDC1 y PDCS. Este valor lo clasifica claramente dentro del grupo de genes
de muy baja expresión.
La deleción de este gen no causa ningún efecto en la actividad
piruvato descarboxilasa, ni en las líneas salvajes, ni en ninguno de los
mutantes, dobles o simples, de PDC'1 o PDC^. El análisis de los mutantes
pdcl ° pdc^°, que contienen tan sólo el gen PDC.'6 intacto, demuestra que no
contribuye a la actividad piruvato descarboxilasa, ya que dicha actividad es
indetectable en estos mutantes. Tampoco se ha detectado mRNA de PDC6
en estos mutantes creciendo en glucosa, pero, sorprendentemente, parece
haber una débil expresión en células creciendo en etanol (Hohmann, 1991).
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Inicialmente, la ausencia de actividad piruvato descarboxilasa en
líneas pdcl ° pdc5° se atribuyó a la ausencia en PDC6 de una cisteína en
posición 222 que parecía importante en la actividad catalítica del enzima.
Tanto en PDC1, como en PDCS, existen dos cisteínas conservadas Cys221 y
Cys222. Se ha sugerido que estas cisteínas juegan un papel importante en la
actividad piruvato descarboxilasa (Baburina et al., 1994). Sin embargo,
PDC6 puede funcionar como un gen estructural para la actividad piruvato
descarboxilasa cuando se fusiona con el fuerte promotor de PDC1. Dicha
fusión no parece ser suficiente para sustituir completamente al gen PDC1, ya
que sólo se alcanza un 50% de actividad en líneas pdc5°. Esto sugiere que
pueda haber secuencias en la región codificadora del gen que puedan
intervenir en la regulación o bien, que como resultado de la construcción, se
sintetice un mensajero menos estable (Hohmann, 1991).
Por otro lado, la autorregulación observada en la expresión de PDCI y
PDCS, no parece funcionar en la fusión PDC1-PDC6, ya que la expresión de
PDC6 no puede sustituir totalmente la actividad piruvato descarboxilasa de
la línea salvaje de PDCI y, al mismo tiempo, la proteína híbrida no impide la
expresión de PDCS como lo haría Pdc 1 p, ya que PDC^ sigue expresándose,
aunque en menor medida que en las líneas pdcl ° (Hohmann, 1991).
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Características de actividad y crecimiento de los distintos mutantes
piruvato descarboxilasa de S. cerevisiae
Hohman (Hohman, 1991) agrupó los distintos mutantes de los genes
estructurales de la piruvato descarboxilasa de acuerdo con su actividad y
características de crecimiento.
Grupo I
Lo componen las líneas salvajes, o todos aquellos mutantes que
contienen todavía el gen PDC1 salvaje: PDC1/PDC^/PDC6;
PDCI /pdc5°/PDC6; PDC1 /PDCS/pdcó°; PDC1 ípdc^°/pdcó°.
Estas líneas presentan una actividad piruvato descarboxilasa máxima y
su crecimiento es igual al de las líneas salvajes en todas las fuentes de
carbono estudiadas, cotl la particularidad de que los mutantes pdc5° y pdc5°
pdcó°, parecen tener mayor actividad piruvato descarboxilasa que la línea
salvaje en etanol.
Gru.po II
Este grupo está formado por los mutantes pdcl ° y pdcl ° pdcó°, que
todavía conservan una copia salvaje del gen PDC.^.
En estos mutantes, la deficiencia de PDC.'1 es parcialmente
compensada por PDC:'^ en glucosa, con un 75% de actividad piruvato
descarboxilasa. Sin embargo, sólo presentan un 10% de actividad respecto a
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la línea salvaje en etanol. Mientras que el crecimiento en glucosa de estas
líneas no se ve apenas reducido, cuando se añade un inhibidor de la
respiración, como la antimicina A, estos mutantes presentan en las curvas de
crecimiento periodos de latencia más prolongados y el tiempo de duplicación
generacional es dos veces mayor que el de las líneas salvajes estudiadas en
las mismas condiciones. Presentan, además, un crecimiento algo más lento
en galactosa. La mutación pdcó° no parece tener efecto, ni sobre la actividad
enzimática, ni sobre el crecimiento de estos mutantes.
Grupo III
Está formado por los mutantes que no presentan actividad piruvato
descarboxilasa detectable, ni en glucosa, ni en etanol: pdcl ° pdc5° y pdcl °
pdc^° pdcó°.
Estos mutantes, como cabría esperar, crecen muy lentamente en
glucosa, debido a la represión catabólica de la respiración en S. cerevisiae, y
no son capaces de crecer en glucosa cuando se bloquea la respiración con
antimicina A. Curiosamente, estos dos mutantes también crécen muy
lentamente en galactosa, azúcar que no induce una total represión catabólica
de la respiración por lo que, a priori, deberían crecer igual que la línea
salvaje en esta fuente de carbono. Se ha descrito un crecimiento de estos
mutantes más lento en etanol (Hohmann, 1991), sin embargo, este dato
contrasta con los resultados obtenidos por Flikweert y colaboradores
(Flikweert et al., 1996). Estos autores observan que en medio completo, con
etanol como única fuente de carbono, el crecimiento de las líneas que portan
94
Estudio del gen KIPDCB
uno, dos o tres genes intemunpidos, no difiere significativamente del de la
línea salvaje, dato concordante con el hecho de que la piruvato
descarboxilasa no interviene en ei metabolismo del etanoi.
Se ha observado qúe los mutantes en los genes PDC1 y PDCS,que
carecen de actividad piruvato descarboxilasa, no crecen, o lo hacen muy
lentamente, en medios sintéticos con glucosa como única fuente de carbono
tanto en batch como en cultivos en quimiostato controlando la entrada de
glucosa para mantenerla a baja concentración. Si la represión por glucosa de
la respiración fuese el único factor que afectase ai crecimiento de Ios
mutantes que carecen de actividad piruvato descarboxilasa, en estas
condiciones de cultivo deberian crecer. Sin embargo, el crecimiento sólo se
produce si se adiciona una fuente de dos carbonos, como el acetato o el
etanol (Flikweert et al., 1996).
Estos autores sugieren que esta deficiencia puede ser debida a que en
estas líneas, la única reacción que puede conducir a la formación de
acetil-CoA desde piruvato, es la descarboxilación oxidativa que cataliza la
piruvato deshidrogenasa en el interior de la mitocondria. El acetil-CoA es un
precursor de la síntesis de intermediarios del ciclo de los ácidos
tricarboxílicos, lípidos y algunos aminoácidos. La síntesis de lípidos se
realiza en el citoplasma, por lo que sería necesario el transporte de acetil-
CoA desde el interior de la mitocondria al citoplasma. En muchos sistemas
biológicos esta barrera puede ser salvada por el citrato, que transporta
grupos acetilo a través de la membrana interna mitocondrial, mediante su
posterior escisión, por la ATP-citrato liasa, en oxalacetato y acetil-CoA; sin
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embargo, este enzima está ausente en S. cerevisiae (Ratledge y Evans,
1989).
PDC2, gen necesario para la máxima actividad piruvato
descarboxilasa.
El gen PDC2 fue identificado en una búsqueda de genes supresores de
mutaciones que afectaban a la actividad piruvato descarboxilasa en
S. cerevisiae. La secuencia nucleotídica predice una proteína de 925 Aa.,
mucho mayor que las de los otros genes PDC, y no presenta homología con
ninguno de los tres genes estructurales PDC1, PDCS y PDC6. En la región
5' se encuentran dos posibles cajas TATA en -142 y -119. No se han
encontrado otras caracteristicas significativas. A1 contrastar la secuencia de
aminoácidos con las bases de datos, tampoco aparecen características que
puedan relacionar esta proteína con otras conocidas. Únicamente se ha visto
que los mayores porcentajes de homología se obtienen con proteínas ricas en
serina y asparragina, entre las que se encuentran diversos factores de
regulación (Hohmann, 1993).
Aunque se han descrito una serie de reguladores generales de la
transcripción de enzimas glucolíticos, el producto del gen PDC2 parece
regular específicamente a la piruvato descarboxilasa. La deleción del gen
PDC2 conduce a una fuerte reducción de la expresión de PDCI y, en los
mutantes pdcl °, no hay expresión detectable de PDC'^. El producto de este
gen no parece estar involucrado en la inducción por glucosa, ya que la fusión
PPp^i-lacZ muestra que el promotor de PDCI todavía se ve inducido en
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dicha fuente de carbono en mutantes pdc2° (Hohmann, 1993). El mecanismo
de regulación por PDC2 y la autorregulación que parece existir entre los
productos de PDC1 y PDCS no se conoce. Pdc2p podría ser uno entre varios
factores que activen la expresión de PDCI , y el íuaico factor, o parte del
único complejo, de activación de PDCS. También podría tomar parte en los
procesos de autorregulación entre PDCl y PDCS, ya que la actividad
piruvato descarboxilasa en sí misma no parece ser la señal determinante de
esta autorregulación, dado que los mutantes pdcl -8 acumulan piruvato de
igual modo que lo hacen los mutantes pdcl ° y, sin embargo, no consiguen
activar el promotor de PDCS. También se desconoce si Pdc2p es capaz de
unirse a DNA o si interacciona con proteínas que lo hacen (Hohmann, 1993).
5.1.3. LA PIRUVATO DESCARBOXILASA DE K. 1(ICtls.
En K. lactis se ha encontrado un gen que codifica para la actividad
piruvato descarboxilasa KIPDCA (X85968), que es capaz de complementar
la incapacidad de crecer en glucosa en presencia de antimicina A de la
mutación ragó (Bianchi et al., 1996).
La secuencia nucleotídica de este gen presenta grandes homologías
con los genes PDC.1, PDCS y PDC6 de S. cerevisiae y otros genes
estructurales que codifican la actividad piruvato descarboxilasa en otras
levaduras. El alineamiento con las secuencias aminoacídicas de estos genes
muestra un alto grado de conservación, sobre todo en el sitio de unión a TPP
(GSDS-X23-NN) que comparten todas las piruvato descarboxilasas
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identificadas hasta el momento (Hawkins et al., ^ 1989). Al igual que los
genes PDC1 y PDCS, la desviación en el uso de codones sinónimos, en este
caso calculada mediante el índice CAI (Codon Adaptation Index), es alta
(PDCIc,^,^=0,83; PDCSc,u=0,73; KIPDCAc,^=0,83).
En la región 5' de la secuencia codificadora se han encontrado dos
posibles cajas TATA en las posiciones - 119 y-178. Se han identificado,
además, varias secuencias caracteristicas del promotor de PDC1. Hay una
posible caja RPG, con tan sólo una diferencia de la secuencia consenso en
posición -87, y otra, con dos diferencias, en posición -625. También se han
encontrado varios sitios CTTCC de unión a Raplp en las posiciones -593,
-598,-768,-913 y-1172. Otra similitud se observa en el hecho de que se
han, encontrado seis secuencias repetitivas de nueve nucleótidos
(T/GGAAATGA^/T) que se encuentran en una localización similar a las
secuencias repetidas AAA/TRGCATA de S. cerevisiae (Tesis Doctoral de
S. Menart, 1993).
La expresión de KIPDCA es inducida por glucosa. Esta inducción
parece mucho mayor que en S. cerevisiae ya que, tras el crecimiento en YP o
en etanol, la adición de sólo un 2% de glucosa provoca un incremento en la
transcripción de KIPDCA de unas 50 veces. Esta inducción es menor en
medios sintéticos, alcanzando sólo un incremento de 10 veces tras la adición
de un 2% de glucosa, y sólo de 5 veces tras la adición de 2% de glucosa más
3 % de etanol .
La transcripción de KIPDCA se ve reprimida cuando se bloquean los
primeros pasos de la glucólisis, ya que se ve afectada por mutaciones ragl
•
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(transportador de azúcares de baja afinidad), rag5 (hexoquinasa) y rag2
(fosfoglucosa isomerasa). Esto indica que la expresión de este gen depende,
al igual que sucede en S. cerevisiae, de ciertas señales glucolíticas. La
expresión de KIPDCA, sin embargo, no es dependiente del transportador de
glucosa de alta afinidad, lo que sugiere que dicha expresión es dependiente
de un flujo glucolítico elevado.
Los mutantes KlpdcA° no pueden crecer en glucosa en presenĉia de
antimicina A e, independientemente de la fuente de carbono utilizada, no
muestran producción de etanol ni actividad piruvato descarboxilasa
detectable. A1 contrario de lo que ocurre en S. cerevisiae, los mutantes
KlpdcA°, y los mutantes rag3 (regulador de KIPDCA, homólogo a PDC2),
crecen en glucosa a la misma tasa que la línea salvaje y pueden crecer en
medio sintético y a elevadas concentraciones de glucosa (Bianchi et al.,
1996).
En K. lactis, por lo tanto, la interrupción de la ruta fermentativa no
afecta a la capacidad de crecimiento de la levadura en glucosa en
condiciones aeróbicas, lo que demuestra que el flujo de la glucólisis y la
generación de piruvato no debe exceder la capacidad del ciclo de los ácidos
tricarboxílicos, como parece ocurrir en S. cerevisiae. Además, en esta
levadura debe haber un mecanismo alternativo, ausente en S. cerevisie,
mediante el cual se genere el acetil-CoA citoplasmático necesario en las
reacciones de biosíntesis.
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5.1.4. THI3, UN REGULADOR DE ELEVADA HOMOLOGÍ.9 CON PIRUVATO
DESCARBOXILASAS.
En S. cerevisiae los enzimas que intervienen en la ruta de biosíntesis
de tiamina se reprimen a nivel transcripcional cuando se acumulan
intracelularmente altos niveles de TPP (Kawasaki et al., 1990). El gen
TH180 codifica para el enzima tiamina pirofosfoquinasa (EC 2.7.6.2.) que
cataliza la fosforilación directa de la tiamina a partir de ATP para formar
TPP (Nosaka et al., 1993). La regulación de este gen tiene lugar
principalmente a nivel transcripcional, mediante dos factores reguladores
positivos codificados por los genes THI2 y THI3 (Nishimura et al., 1992a;
Nishimura et al., 1992b).
Estos genes reguladores afectan también a la expresión de los enzimas
que participan en la biosíntesis de tiamina, y a la fosfatasa ácida reprimible
por tiamina. Además THI3, pero no TH12, controlá el sistema de transporte
de tiamina al interior de la célula (Nishimura et al., 1992b). ^
El gen TH13 muestra una elevada homología con las piruvato
descarboxilasas. De hecho, la secuencia de este gen no estaba disponible,
como tal, en las bases de datos. En la última búsqueda realizada a través de
MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences), con motivo de la
redacción de esta memoria (Mayo de 1997), encontramos que una de las
ORF:s de función desconocida obtenida en el Proyecto de Secuenciación del
Genoma de Levadura, YDL080c, y que aparecía como una piruvato
descarboxilasa putativa, había sido identificada como TH13. En el siguiente
•
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dendograma se muestra la relación filogenética entre THI3 y distintos genes
que codifican para piruvato descarboxilasas en levaduras.
Dendlrogram for family 01335:
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Figura 9. Dendograma de la familia 01335 según el alineamiento realizado por
MIPS. •
DCBYP piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1) 1 (Saccharomyces cerevisiae)
S36363 piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1) (Kluyveromyces marxianus)
S59324 piruvato descarboxilasa(EC 4.1.1.1) 5 (Saccharomyces cerevisiae)
550700 piruvato descarboxilasa. (Hanseniaspora uvarum)
564382 piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1) 6(Saccharomyces cerevisiae)
567616 probable proteína de membrana YDL080c (Saccharomyces cerevisiae)
S70684 piruvato descarboxilasa (EC 4.1.1.1) (Kluyveromyces marxianus var. lactis)
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5.2. RESULTADOS
5.2.1. ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE LA REGIÓN
CODIFICADORA
En la fig^.^ra 10 se muestra el análisis comparativo, mediante el
progra.ma Clustal V (Higgins et al., 1992), de la proteína deducida a partir de
la secuencia nucleotídica de KIPDCB con otras proteínas piruvato
descarboxilasas de distintas levaduras. El alineamiento refleja que la
homología entre las distintas proteínas es similar a lo largo de toda la
secuencia. El sitio teórico de unión a TPP [GSDS-(X23)-NN], que se
encuentra conservado en todos los enzimas piruvato descarboxilasas
identificados hasta el momento (Hawkins et al., 1989), está también presente
en la secuencia aminoacídica deducida a partir de la ORF de KIPDCB.
KIPDCB METKTLIHSGAAKEMSYTERYNVAPLIPLPEYLFHRLFQLNCRTVFGVA-
YDL080c MNS------------SYTQRYALPKCIAISDYLFHRLNQLNIHTIFGLSG
KmPDC1A MSE-----------------------ITLGRYLFERLKQVEVQTIFGLPG
ScPDCl MSE-----------------------ITLGKYLFERLSQVNCNTVFGLPG
SCPDC6 MSE-----------------------ITLGKYLFERLKQVNVNTIFGLPG
SCPDCS MSE-----------------------ITLGKYLFERLSQVNCNTVFGLPG
HuPDC MSE-----------------------ITLGRYVFERIKQVGVNTIFGLPG
KIPDCA MSE-----------------------ITLGRYLFERLKQVEVQTIFGLPG
* * , *,*.*. *. *.**..
G1u51 Gjis69
KIPDCB NYSTAKLYQAIAASGIQWIQTINQLNTSFAVDAYGRAIGVSCYVTS-ESA
YDL080c EFSMPLLDKLYNIPNLRWAGNSNELNAAYAADGYSRLKGLGCLITTFGVG
KmPDC1A DFNLSLLDKIYEVPGMRWAGNANELNAAYAADGYARLKGMACVITTFGVG
ScPDCI DFNLSLLNKLYEVKGMRWAGNANELNAAYAADGYARIKGMSCIITTFGVG
SCPDC6 DFNLSLLDKIYEVDGLRWAGNANELNAAYAADGYARIKGLSVLVTTFGVG
SCPDC5 DFNLSLLNKLYEVKGMRWAGNANELNAAYAADGYARIKGMSCIITTFGVG
HuPDC DFNLSLLDKIYEVEGLRWAASLNELNAAYAADGYSRIKGLGVIITTFGVG
KIPDCA DFNLSLLDNIYEVPGMRWAGNANELNAAYAADGYARLKGMSCIITTFGVG
... . * . ..*
*.**...* *.*.* *.. .*.
.
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KIPDCB ELGHVNGFFGSFCEYVPILQVVVLEQ-SHDLERLI-------GDVSIFH-
YDL080c ELSAINGVAGSYAEHVGILHIVGMPPTSAQTKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
KmPDC1A ELSALNGIAGSYAEHVGVLHWGVPSISSQAKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
ScPDCl ELSALNGIAGSYAEHVGVLHWGVPSISSQAKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
SCPDC6 ELSALNGIAGSYAEHVGVLHWGVPSISAQAKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
SCPDCS ELSALNGIAGSYAEHVGVLHWGVPSISSQAKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
HuPDC ELSALNGIAGAYAEHVGVLHIVGVPSLASQAKQLLLHHTLGNGDFDVFHR
KIPDCA ELSALNGIAGSYAEHVGVLHVVGVPSVSSQAKQLLLHHTLGNGDFTVFHR
** ** * * * * * * *+ **
Gys152
KIPDCB -------------DVVDDPSEIDSCVRTLFWGKRPVYMGLRSKDATKLVP
YDL080c IASDVACYTTLIIDSELCADEVDKCIKKAWIEQRPVYMGMPVNQVNLPIE
KmPDC1A MSSNISETTAMITDINSAPSEIDRCIRTTYISQRPVYLGLPANLVDLKVP
ScPDCl MSANISETTAMITDIRNAPAEIDRCIRTTYTTQRPVYLGLPANLVDLNVP
SCPDC6 MSANISETTSMITDIATAPSEIDRLIRTTFITQRPSYLGLPANLVDLKVP
SCPDCS MSANISETTAMITDIRNAPAEIDRCIRTTYTTQRPVYLGLPANLVDLNVP
HuPDC MSANISETTAMITDLAAAPAEIDRCIRTAYIAQRPVYLGLPANLVDLNVP
KIPDCA MCSNISETTRMITDINTAPAEIDRCIRTTYVSQRPVYLGLPANLVDLTVP
* * * - ** + *
Gys221/222
KIPDCB SSSLNGNIADKMGIKNTFFQTDTIKRVIDKIIAEVYASSRPLIVVDALID
YDL080c SARLNTPL--DLQLHKN--DPDVEKEVISRILSFIYKSQNPAIIVDACTS
KmPDC1A ASLLETPI--DLSLKPN--DPEAENEVLETVLELIKDAKNPVILADACCS
ScPDCl AKLLETPI--DLSLKPN--DAEAEAEVVRTVVEFIKDAKNPVILADACCS
SCPDC6 GSLLEKPI--DLSLKPN--DPEAEKEVIDTVLELIQNSKNPVILSDACAS
SCPDCS AKLLETPI--DLSLKPN--DAEAEAEVVRTVVEFIKDAKNPVILADACCS
HuPDC AKLLETKI--DLALKAN--DAEAENEVVETILALVADAKNPVILSDACAS
KIPDCA ASLLDTPI--DLSLKPN--DPEAEEEVIENVLQLIKEAKNPVILADACCS
* * * * **-
KIPDCB RYNYNSTIQNFLTETGIPFVTTLMSKGSIDESLPNFVGTFLGTMSQPIVR
YDL080c RQNLIEETKELCNRLKFPVFVTPMGKGTVNETDPQFGGVFTGSISAPEVR
KmPDC1A RHNVKAETKKLIDITQFPAFVTPMGKGSIDEQHPRFGGVYVGTLSSPEVK
ScPDCl RHDVKAETKKLMDLTQFPVYVTPMGKGAIDEQHPRYGGVYVGTLSRPEVK
SCPDC6 RHNVKKETQKLIDLTQFPAFVTPLGKGSIDEQHPRYGGVYVGTLSKQDVK
SCPDCS RHDVKAETKKLMDLTQFPVYVTPMGKGAIDEQHPRYGGVYVGTLSRPEVK
HuPDC RHNVKAEVKQLIDATQFPAFVTPLGKGSIDEKHPRFGGVYVGTLSSPEVK
KIPDCA RHDAKAETKKLIDLTQFPAFVTPMGKGSIDEKHPRFGGVYVGTLSSPAVK
* . . . .* * ..**...* * . * . *..* *.
KIPDCB ÉYMNNADCTLILGCMIENFKNSYCRFNYKSKNQILLWNDRVKIENNIIPD
YDL080c EVVDFADFIIVIGCMLSEFSTSTFHFQYKTKNCALLYSTSVKLKNATYPD
KmPDC1A EAVESADLVLSVGALLSDFNTGSFSYSYKTKNIVEFHSDYIKVRNATFPG
ScPDCl KAVESADLILSIGALLSDFNTGSFSYSYKTKNIVEFHSDHIKIRNATFPG
SCPDC6 QAVESADLILSVGALLSDFNTGSFSYSYKTKNVVEFHSDYVKVKNATFLG
SCPDCS ' KAVESADLILSIGALLSDFNTGSFSYSYKTKNIVEFHSDHIKIRNATFPG
HuPDC QSVESADLILSVGALLSDFNTGSFSYSYQTKNIVEFHSDYIKIKNASFPG
KIPDCA EAVESAHLVLSVGALLSDFNTGSFSYSYKTKNIVEFHSDYTKIRRPTFPG
+ + * * ** *
.. . . . .. . . . .. . . . .
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KIPDCB
YDL080c
KmPDC1A
ScPDCl
SCPDC6
SCPDCS
HuPDC
KIPDCA
KIPDCB
YDL080c
KmPDC1A
ScPDCl
SCPDC6
SCPDCS
HuPDC
KIPDCA
KIPDCB
YDL080c
KmPDC1A
ScPDCl
SCPDC6
SCPDCS
HuPDC
KIPDCA
KIPDCB
YDL080c
KmPDC1A
ScPDCl
SCPDC6
SCPDCS
HuPDC
KIPDCA
KIPDCB
YDL080c
KmPDC1A
ScPDCl
SCPDC6
SCPDCS
HuPDC
KIPDCA
ILLHELLPQLIASLDTTKIVNSRPVTIPNMIPRVEPQPVTF-LRQEYLWF
LSIKLLLQKILANLDES-KLSYQPSEQPSMMVPRPYPAGNVLLRQEWVWN
VQMKFVLQKLLTKVKDA-AKGYKPVPVPHAPRDNKPVADSTPLKQEWVWT
VQMKFALQKLLDAIPEV-AKDYKPVAVPARVPITKSTPANTPMKQEWMWN
VQMKFAI,QNLLKVIPDV-VKGYKSVPVPTKTPANKGVPASTPLKQEWLWN
VQMKFALQKLLDAIPEV-AKDYKPVAVPARVPITKSTPANTPMKQEWMWN
VQMKFVLEKLIAKVGAK-IANYSPVPVPAGLPKNAPVADSTPLAQEWLWN
VQMKFALQKLLTKVADA-AKGYKPVPVPSEPEHNEDVADSTPLKQEWVWT
. . * ... . . * . .
*^ .*
KMSTWLKQGDVIISESGTSAIGLLQQKFPDNTRLVSQAIWNSSGYSIGAC
EISHWFQPGDIIITETGASAFGVNQTRFPVNTLGISQALWGSVGYTMGAC
QVGKFLQEGDVVLTETGTSAFGINQTHFPNDTYGISQVLWGSIGFTGGAT
QLGNFLREGDIVIAETGTSAFGINQTTFPTDVYAIVQVLWGSIGFTVGAL
ELSKFLQEGDVIISETGTSAFGINQTIFPKDAYGISQVLWGSIGFTTGAT
QLGNFLREGDIVIAETGTSAFGINQTTFPTDVYAIVQVLWGSIGFTVGAL
ELGEFLEEGDIVVTETGTSAFGINQTRFPTDAYGISQVLWGSIGYSVGAM
QVGEFLREGDWITETGTSAFGINQTHFPNNTYGISQVLWGSIGFTTGAT
** * * *^ * * ** * * * * **
.. . .... . . . . . .
. ..
LGILAAYRDMGT----LDKHRI
,^ * _. *,** .***..*.* *
ILMVGDGSLQFTFQELSTILTHGFKPYI
ILFMGDGAFQLTVQELSTIVKWGLTPYI
ILFIGDGSLQLTVQEISTMIRWGLKPYL
ILFIGDGSLQLTVQEISTMIRWGLKPYI
ILFIGDGSLQLTVQEISTMIRWGLKPYL
ILFIGDGSLQLTVQEISTMIRWGLKPYI
ZLFVGDGSLQLTVQEIACLIRWGLKPYI
ILFIGDGSLQLTVQEISTMIRWGLKPYL
LGAEFAVQEINKDKFPATKHRV^
LGAAFAAEEIDPKK------R`"^I
LGATMAAEELDPKK------RV'^
LGAAFAAEEIDPNK------RV
LGATMAAEELDPKK------R
VGATFAAEELDKAK------R
LGAAFAAEEIDPKK------RV^I
* * **
FVINNQGY RTLNREKTHLNATYFDIQPWELLKLPSLFYSQEYFKRRC
FVMNNQGY R-FLHHRSD--ASYYDIQPWNYLGLLRVFGCTNYETKKI
FVLNNDGY IER-LIHG-ET--AQYNCIQSWKHLDLLPTFGAKDYEAVRV
FVLNNNGY IEK-LIHG-PH--AEYNEIQGWDHLALLPTFGARNYETHRV
FVLNNDGY IEK-LIHG-PH--AEYNEIQTWDHLALLPAFGAKKYENHKI
FVLNNNGY IEK-LIHG-PH--AEYNEIQGWDHLALLPTFGARNYETHRV
FVLNNNGY IEK-LIHG-PT--AQYNMIQNWKQLRYLTNFGATDYEAIPV
FVLNNDGY IER-LIHG-ET--AQYNCIQNWQHLELLPTFGAKDYEAVRV
*+ ** ^* * * ** + * * *
MSVGELNSLLSDKEFNKSDQLKIVELILPSMDVPV-LLDPRDDSSDDESS
ITVGEFRSMISDPNFATNDKIRMIEIMLPPRDVPQALLDRWWEKEQSKQ
ATTGEWNKLTTDKKFQENSKIRLIEVMLPVMDAPSNL----VKQAQLTAS
ATTGEWEKLTQDKDFQDNSKIRMIEVMLPVFDAPQNL----VKQAQLTAA
ATTGEWDALTTDSEFQKNSVIRLIELKLPVFDAPESL----IKQAQLTAA
ATTGEWEKLTQDKDFQDNSKIRMIEVMLPVFDAPQNL----VKQAQLTAA
KTVGEWKKLTADPAFKKNSTIRLIEVFLPEMDAPSSL----VAQANLTAA
STTGEWNKLTTDEKFQDNTRIRLIEVMLPTMDAPSNL----VKQAQLTAA
** * + * ++ * * +
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•KIPDCB PQHKRPRT---------------------
YD1080c VQEENENSSAVNTPTPEFQPLLKKNQVGY
KmPDC1A INAKQE-----------------------
ScPDCl TNAKQ------------------------
SCPDC6 TNAKQ------------------------
SCPDCS TNAKQ------------------------
HuPDC INAKQD-----------------------
KIPDCA SNAKN------------------------
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas de piruvato descarboxilasas de
distintas levaduras. La región conservada, común para la mayoría de los enzimas
dependientes de TPP, está señalada en un recuadro. Los residuos en negrita están
conservados en el motivo mencionado. Las cuatro cisteínas conservadas, en las
posiciones 69, 152, 211 y 222, se señalan en negrita y subrayadas. El glutamato
conservado de la posición 51 también está indicado.
S. 2. 2. COMPARACIÓN DEL USO DE CODONES DE DISTINTOS GENES QUE
CODIFICAN PIRUVATO DESCARBOXILASAS
El uso de codones de un gen está relacionado con su nivel de
expresión (Bennetzen y Hall, 1982). El índice ICDI (Intrrnsic deviation
codon index), definido por Freire-Picos y colaboradores (Freire-Picos et al.,
^1994), tiene un rango teórico de valores, al igual que el CBI (Codon bias
index) (Bennetzen y Hall, 1982), comprendido entre 0 y 1. Un gen con un
alto bias, que tienda a utilizar un único codón por aminoácido, tomará el
máximo valor para este índice, l, mientras que un gen que utilize
indistintamente cualquier codón para un deterniinado aminoácido, tomará un
valor de 0. Este índice presenta la ventaja de que no requiere e1
conocimiento previo de los codones óptimos de la especie.
En la tabla 14 se muestran los valores del ICDI de varios genes que
codifican piruvato descarboxilasas en distintas levaduras.
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Tabla 14. Uso de codones de genes que codifican
piruvato descarboxilasas en distintas levaduras.
Organismo Gen ICDI
S. cerevisiae PDC1 0.66
S. cerevsiae PDCS 0. SO
S. cerevisiae PDC6 0.1 S
H. uvarum PDC 0.64
K. marxianus PDC1 a 0. 72
K. lactis KIPDCA 0. 62
K. lactis K1PDCb 0. 097
Los resultados indican que, en la mayoría de los casos, los genes
estructurales que codifican piruvato descarboxilasas son de elevada
expresión. Como se esperaba, el valor de ICDI para el gen de S. cerevisiae
PDC6 (Hohmann, 1991) es muy bajo en comparación con los otros dos
genes estructurales de piruvato descarboxilasas de esta levadura, ya que su
expresión es mínima. El gen KIPDCB presenta un valor ICDI todavía menor
que el gen PDC6, lo que sugiere que también se trata de un gen de muy baja
expresión.
S. 2. 3. ANÁLISIS DE LA REGIÓN PROTORA DE KIPDCB
En la figura 11 se muestra una secuencia de 900 pb que contiene la
región promotora de KIPDCB. En esta región se encuentran tres secuencias
similares a la caja TATA descritas por Struhl (Struhl, 1989). Hay tres
secuencias consenso de unión a la proteína Gcrlp, dos secuencias CTTCC y
una secuencia GMWTCCW. La mutación del gen GCR1 produce una
•
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reducción en los niveles de la mayoría de los enzimas glucolíticos, tanto en
fuentes de carbono fermentables como no fermentables (Clifton y Fraenkel,
1981). Gcrl p es un regulador positivo de genes glucolíticos que se une a la
secuencia consenso GMWTCCW. Esta secuencia se ha encontrado en
numerosos genes como ADHI , APA1, CRYI , CYC1, ENO1, EN02, GPMI ,
PGKI, PYKl, RP29, TEFI y TEF2 (Svetlov y Cooper, 1995). La proteína
Gcr 1 p interacciona con otras proteínas para llevar a cabo la activación, como
Rap l p, que se une a las caj as RPG (AI^A^^ACCCANNCATI^T^^), que
también se encuentra en los promotores de genes que son inducidos por
glucosa, como FBPI , PCKI (Mercado y Gancedo, 1992), PGKl (Tsang et
al., 1990), y genes que codifican para piruvato descarboxilasas, como PDC1
(Butler y McConell, 1988), KIPDCA (Bianchi et al., 1996) y PDC de
Kluyveromyces marxianus (Holloway y Subden,1993).
Otra proteína que interacciona con la caja RPG es Gcr2p, que también
es un regulador positivo de genes glucolíticos (Uemura y Fraenkel, 1990;
Uemwa y Jigami, 1992). En el promotor de KIPDCB no se han encontrado
secuencias de unión a Rap 1 p(cajas RPG), pero sí una secuencia de unión al
factor Bas 1 p, un regulador positivo que se une, en combinación con otros
factores, como Bas2p y Rap 1 p, a la secuencia TCCGGTA encontrada en los
promotores de varios genes ADE y el gen HIS^I (Svetlov y Cooper, 1995).
lo^
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-900 ACAGGRAACTATAGACTTATTATACCATATCATGAAATATGATCCTAATATCAGATACAG
-840 CGCTTTACAATGTATGTTCAATTCGACGTACTTCACTGATRTCGTCAGCAACACCGGGTC
-780 GGACTCAAACCTTTCGTTGATCGATTCTTTACCATTGCTACATTTTGAGGAAAGTGAATT
-720 ACAAGGGTTGTCATCTAACGATATATATAGATTGACTGGCAAACTGATATAGAACCGACA
-660 AGACAAAAGGAAAACTAAAAAC GACTAGTTGAGAGAAGGAAATATGCAAAT
-600 ACAAATGCATTAATGTAACGTTCTACCCAGCACATCCAAAGAAAATGAAATTAATACACG
-540 AAATTAATGTGCATACAAATAGTTACTTCTCATATGCCTACTTGTTGCAGGCAACACCGT
-480 TGTTCAATGCTATCCTACGCTCCCCCCCTTTGCATATCATATTTCTCTTCAATTTTAAAG
-420 TTCATTTCAATGTCTTTCGGAAAACCTATAGTTCTATCCTGTCCCTAATAGTGTTCATAT
-360 TGGGCAGTGGATTCTTTTTATTTATGTTAAGCATTCCCTATTCCTCACTAGGAAAAGGGC
-300 ACTTGGACATCATAATTCTTCCTTTTATAGCAATACTTTTCTTTCTAGCTTCCGTCCTAC
-240 CTTTTT TACCGG TTTCACCTTGTCAGTTCATAATAATATCAATACTCACCTATTAAG
................. .............
-180 AGCCACATGACGTGCGTGCGATTGAGTACTTAAAAACTACTGTTACCTTTTGTCCATCGT
-120 GTAACTTTGCATTTTCTTTGTCACATTTTCCTGTACAAGAACTAACTTGACAAAATTGAT
-60 TTTCCTTGAAGAGAAGTCGAATTAAAAGTTTAACAGGAATATACTGGGACGGACAAAAAG
+1 ATG 3'
Figura 11. Secuencia nucleotídica de la región 5' del gen KIPDCB. Dos secuencias con
similitud a las cajas TATA aparecen indicadas con subrayado punteado. Los consensos de
unión a Gcr 1 p en negrita y doble subrayado. El consenso de unión a Bas 1 p se señala en
recuadro en la hebra complementaria.
S. 2. 4. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL GEN KIPDCB.
S. 2. 4. l. SUBCLONADO DEL GEN KIPDCB
Para realizar el análisis funcional del gen KIPDCB se hizo necesario
volver a clonar el fragmento de DNA que contiene la ORFI completa y la
región 5' del promotor. Para ello, un fragmento AvaII- AvaII, de unos
4.300 pb se insertó en el único sitio SmaI de dos vectores de clonación,
los
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episómicos, YEplac112 y YEplac195. Las construcciones se muestran en la
figura 12.
Eco RV Eco RV
Cla I ^ Aaf II Cla I i Aaf II
Narl
Eco RI
Sall Hind III
Psfl
Sacl
8am HI
Psf I ^ \ \ ._.__ _. ____. / / Psll
Scal
BamHl
^l 1^ PsflEco RV ^^^ ^^ „y
° °^ ^ á y^b°a c o,c ^
F, ^ ^ i^i ^ ^ ? ^ii
Figura 12. Construcciones de clonación del gen KIPDCB en los vectores episómicos,
YEplac195 y YEplac 112.
5.2. 4.2. ANÁLISIS DE S'OUTHERN BLOT
Soutltern con DNA genómico de Kluyveromyces lactis
Se extrajo el DNA genómico total de la línea NRRL-^1140 y se
digirió con varios erizimas de restricción para contrastar el patrón de bandas
obtenidas con el esperado. El Southern blot se hibridó con el fragmento
BamHI-HinIII, de 572 pb, obtenido a partir del clon pK1PDCB(195) (Fig.12).
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El patrón de restricción obtenido en la figura 13 coincide con el patrón
de bandas esperado a partir del mapa de restricción del clon original pEC 1.
En las condiciones de hibridación utilizadas, 55°C, hay hibridación
mayoritaria de la sonda con un sólo fragmento de DNA genómico, no
obteniéndose hibridación cruzada con el gen KIPDCA.
Kpb
5,0 -
4,5 ^
4,0-
3,5- ^^^
3,0 ^
2,5 ----
2,0 --I
1,5 -I
1,0^
1 2 3
A^r -3,3
I -19
Figura 13. Análisis de Southern blot del DNA genómico total de la línea de K lactis
NRRL-Y1140. Digestiones: 1. PstI, 2 .BamHI+EcoRV, 3.BcII. M. Marcador de pesos
moleculares SOObp DNA Ladder de GibcoBRL.
5.2.4.3. COMPLEMENTACIÓN DEL DOBLE NULO pdcl ^ pdc5^ DE
S. cerevisiae
Para comprobar si el gen KIPDCB en multicopia puede complementar
el fenotipo asociado al doble mutación de S. cerevisiae pdcl ° pdc5°, se
transformó la línea YSH5.125.-1C, incapaz de crecer en glucosa, con el
ilo
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plásmido inulticopia pK1PDCB(112). Los transformantes se seleccionaron en
placas CM-TRP, con etanol al 3% como fuente de carbono. No se encontró
ningún transformante capaz de restablecer la capacidad de crecer en glucosa.
5.2. 4. 4.ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL GEN
•
Análisis mediante RT-PCR
El gen KIPDCB presenta un uso de codones muy bajo, con un ICDI
menor a O,l, lo que es característico de genes de baja expresión y nos resultó
imposible detectar un transcrito mediante añálisis por Northern blot. Para
averiguar si la ORFl se transcribe, aunque lo haga a muy bajos niveles, se
decidió detectar el posible mRNA mediante un primer ciclo de tratamiento
con una retrotranscriptasa y posteriores amplificaciones del DNA obtenido
mediante una polimerasa. Para ello, se extrajo el RNA total de la línea de
K. lactis NRRL-Y1140 urcr cultivada en distintas fuentes de carbono
YPG-3 %, YPF-3 %, YPD-3 % e YPD-8%. También se extraj o el RNA total
de la misma línea transformada con pK1PDCB(195) creciendo en YPD-3%.
También se determinó si el gen se expresa en la línea de S. cerevisiae
YSH.125.-2C transformada con pKll'DCB(112). Los oligonucleótidos
utilizados amplifican una región de 1.085 pb de la zona interna de la ORF.
160 µg de RNA total se fijaron a las membranas de captura, las cuales se
dividieron en dos, tratando una parte únicamente con polimerasa, sin el
primer ciclo con retrotranscriptasa, con el fin de asegurar que el resultado
lii
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obtenido se debe a la a.mplificación de DNA sintetizado a partir de tul hebra
molde de RNA, y no de trazas de DNA que pudiese haber en la muestra.
Q B
pb pb
500 -
300-
1 2 3 4 5 6
900-
800 -
500 -
^1085
Figura 14. A. RT-PCR a partir de RNA de K. lactis NRRI.-Yl 140 urcr no transformada
(pocillos 1-3, 5) o trasnformada con pK1PDCB(195) (pocillo 4). l. YPG-3%,
2: YPF-3%, 3 y 4 YPD-3%, 5: YPD-8%, b: Control Hella del kit. B. RT-PCR a partir de
RNA de S. cerevisiae YSH5.125.-2C (pdcl°) trasnformada con pK1PDCB(195)
creciendo en YPD-3%. l: DNA marcador, 2: control negativo sin RT, 3: amplifzcación
con RT y Taq DNA polimerasa.
Como se puede observar en la figura 14, tanto en K. lactis como en
S. ce^evisiae se obtiene una banda del tamaño esperado, y otras bandas de
menor tamaño, menores de 500 pb, debidas a amplificaciones no específicas.
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Estudios de expresi6n mediante ensayos ^-galactosidasa
•
La cuantificación a través de RT-PCR requiere una cuidadosa puesta a
punto de la técnica, junto con el empleo de marcadores internos de
amplificación, por ello nos pareció más sencillo realizar los análisis de
regulación fusionando el promotor a un gen marcador, el gen lacZ de E. coli.
Para ello se fusionó un fragmento de unos 1.000 pb, que comprende la región
5' del gen hasta el codón ATG de iniciación de KIPDCB, al gen IacZ que se
encuentra en el plásmido de pXW30PstI (Fig. 15) y se insertó en el sitio
SaII-PstI de pXW3. Se comprobó que la construcción resultante, PP^B-lacZ,
contenía el promotor en pauta de lectura con el gen IacZ mediante
secuenciación.
Ñ -1009 Ai
LeCZ
Figura 15. Esquema de la fusión del promotor del gen KIPDCB con el gen IacZ del
vector pXW3^PstI. La numeración indica las posiciones relativas al codón de iniciación.
Con esta construcción se transformó la línea de K. lactis MW^190-9b y
los transformantes se sembraron en placas CM-LfIZA/X-Gal con distintas
fuentes de carbono (Fig. 16). Los transformantes se mantuvieron en
condiciones selectivas en todo momento, para evitar la pérdida de plásmidos.
También se realizó un estudio de la expresión en medios carentes de fuente
de carbono o nitrógeno (Fig. 17). Como se puede observar, no existen
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grandes diferencias de expresión, además los niveles de actividad son muy
bajos indicando que se trata de un promotor muy débil; sólo se observa
inducción significativa en etanol.
•
Figura 16. Actividad ^3-galactosidasa de la fusión PK,PD^b-IacZ en distintas fuentes de
carbono. Entre paréntesis se muestra la Aóoo alcanzada por cada cultivo.
o^
SFC SFN YPD
Figura 17. Respuesta del promotor de KIPDCB a estrés nutricional. Entre paréntesis se
indica la Aboo alcanzada por cada cultivo.SFC: Sin fuente de carbono (1,7), SFN: Sin
fuente de nitrógeno ( 1,8), YPD: YPD-o,5%.
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5.2.4. S. INTERRUPCIÓN DEL GEN KIPDCB
La interrupción del gen KIPDCB se realizó por inserción del plásmido
integrativo pKlpdcb0(211) (Fig. 18). Este plásmido se construyó por
inserción del fragmento BamHI-HindIII de 572 pb en el sitio BamHI-HindlII
del vector integrativo Ylplac211.
•
Aat II Ssp I
Fragmento Bam HI-Hind 111 de la
ORF de K/PDCB
Figura 18. Construcción pKlpdcb0(211) utilizada para la interrupción del gen KIPDCB
tanto en la línea MW 190-9b como PMI/C,.
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Linea salvaje
Bcl I
Pst I
_ __^ ___^^__ _
^ b S^ á> ;ŭ^^ vi c°^ ^ ^^ ĉ c c c^i c^i c^i ^ĉ3 >y== o$' m Qmm ^ ao w oBri^ _^ $w^ wao=m ^ Q
3.344 pb -^
^- 1.914 pb ^
SsplAafll
Eco RV
Nulo Klpdcb:: UR.13
_
^^^ á ó, iŭ^ ^ Ĉ^ ^ m Ĥ> ^
^ 2 i m m cmm a m w maa ilir^ iiiiirr ^u
7. 706 pb
Pst I 4.362 pb
^..^^ D^ ^i^^ ^--
ma"á iY $w^í^,wm2má
1.914 pb -^
>Q
Figura 19. Esquema de la estrategia de interrupción del gen KIPDCB en las líneas de
K lactis MW 190-9b y PN1I/C,.
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La construcción resultante, pKlpdcb^(211), se cortó con el enzima de
restricción PstI que presenta un sitio único de corte, y se transformaron dos
líneas de K. lactis, la línea MW190-9b y la línea PMUC1, con el fin de
conseguir un doble mutante KlpdcA: : ura3 KlpdcB: : URA3 (Fig. 19). Los
transformantes se seleccionaron por su capacidad de crecer en CM-URA y
fueron analizados mediante Southern blot (Fig. 20). La sonda utilizada para
dicho análisis fue el fragmento BamHI-EcoRI, de 1.046 pb, que contiene la
mayor parte de la ORF de KIPDCB.
Bc 11 Pst I
1 2 3 4 1 2 3 4
pb
-77os
--a3s2
-3344
-1914
Figura 20. Southern blot del DNA genómico total extraído de las líneas MW 190-9b y
MW190-9b Klpdcb:: URA3 (ERp-1), y PMI/C1 y PNII/C1 Klpdcb:: URA3 (ERp-2). Como
sonda se utilizó el fragmento BamHI-EcoRI de 1.04b pb que contiene la mayor parte de
la ORF de KIPDCB. 1. MW 190-9b, 2. ERp-1, 3. PNII/C1, 4. ERp-2.
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5.2.4. 6. ESTUDIO DEL CRECIlK^NTO DEL MLITANTE ERp-1 YDEL DOBLE
MUTANTEER^-2 ENDISTINTASF^^ŝNTESDE CARBONO.
Se comprobó el crecimiento de la línea con el alelo nulo de KIPDCB
en placas de medio complejo con distintas fuentes de carbono: glucosa,
etanol, acetato y glicerol. El gen no es esencial para el crecimiento en
ninguno de estos medios. La línea es también capaz de crecer en medio YP,
sin fuente de carbono, y en medios sintéticos (CM) suplementados con las
mismas fuentes de carbono.
Para cuantificar el crecimiento de los mutantes PDC en K. lactis se
realizó un análisis de crecimiento en medio líquido en distintas fuentes de
carbono: YP (Fig. 21A), YPE-3%. ( Fig. 21B) y en YPD al 0,5%, 2% y 5%
(Fig. 22). Como controles de crecimiento se utilizaron las líneas MW 190-9b
(isogénica de ERp-1) y PM6-7A (isogénica de PMUC, ERp-2). La
interrupción del gen KIPDCB no parece afectar, tampoco cuantitativamente,
al crecŭniento en ninguna de las condiciones ensayadas, contrariamente a lo
que sucede con la interrupción del gen KIPDCA.
•
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Figura 21. Crecimiento de los mutantes KlpdcA y KlpdcB, respecto a las líneas salvajes,
en YPE-3 %(A) e YP (B). ^ MW 190-9b; --*- ERp-1 (KlpdcB^;
-^- PM6-7A; ^E- PMUC^ (K1pdcA^; ---^- ERp-2 (KlpdcA° K1pdcB^.
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Figura 22. Crecimiento de los mutantes KlpdcA y KlpdcB respecto a las líneas salvajes,
en YPD a distintos porcentajes. ). ^- MW 190-9b; -^- ERp-1 (KlpdcB^;
^ PM6-7A; -^E- PMI/C^ (KlpdcA^; ^1^ ERp-2 (KlpdcA° KlpdcB^.
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5.2.4. 7. ExPx^SlÓ1vvEKIPDCA ^rvr.A L^ ERp-1(KlpdcB:: URA3)
•
En S. cerevisiae la expresión del gen PDCS se induce cuando no hay
expresión de PDCI (Hohmann y Cederberg, 1990), lo que ha sugerido una
posible autorregulación de la síntesis de piruvato descarboxilasa. En K. lactis
cuando se anula el gen KIPDCA no hay inducción de otro gen estructural
para piruvato descarboxilasa (Bianchi et al., 1996). A fin de comprobar si la
proteína codificada por el gen KIPDCB, a pesar de no tener actividad
piruvato descarboxilasa, puede regular la expresión de KIPDCA se
analizaron, mediante Northern blot, los niveles de expresión de KIPDCA en
las líneas salvajes MW190-9b y PM6-7A, y`en la línea ERp-1 en la que se
ha interruinpido el gen KIPDCB. Se utilizaron como controles negativos de
la expresión de KIPDCA las líneas PMUC 1 (KlpdcA: : ut^aA-) y ERp-2
(KlpdcA: : uraA- KlpdcB: : URA3).
La extracción de RNA se realizó a partir de células cultivadas en
medio sintético con glucosa como fuente de carbono. La sonda se generó por
amplificación, mediante PCR, de un fragmento de DNA genómico de unos
800 pb, utilizando los oligonucleótidos PDCA-S y PDCA-2, tal y como se
muestra en la figura 23 B.
Los resultados obtenidos (Fig. 23 A) indican que la interrupción del
gen KIPDCB no afecta a la expresión del gen KIPDCA.
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A
1 2 3 4 5
PDCA-S: (+155) 5' GAACGCTGCTTACGCTGC 3'
PDCA-2: (+1.021) 5' GCAGCATCGGCAACCTTA 3'
Figura 23. A. Análisis de la expresión del gen KIPDCA en las líneas: 1. MW 190-9b, 2.
ERp-1, 3. ERp-2, 4. PM6-7A, 5. PMI/C1. B. Secuencia de los oligonucleótidos utilizados
para la amplificación del fragmento de DNA utilizado como sonda que contiene la región
interna de la ORF de KIPDCA. Entre paréntesis se indican las posiciones relativas al
codón de iniciación del nucleótido subrayado.
122
^
Estudio del gen KIPDCB
S. 2. 4. 8. CRECIMIENTO DE ERp-1 EN A USENCIA DE TIAMINA
•
Dado que recientemente la ORF YDL080c, clasificada inicialmente
como una piruvato descarboxilasa putativa, ha sido identificada como el gen
THI3, que codifica para un regulador de la biosíntesis de tiami.na, se planteó
la posibilidad de que KIPDCB pudiese estar relacionado con esta ruta
biosintética en K. lactis.
Para comprobar si el crecimiento de ERp-1 se ve afectado por la
ausencia de tiamina, se inocularon las líneas ERp-1 y MW190-9b en medio
líquido CM-URA y CM respectivamente. Tras alcanzar una A600 de 0,3, las
células se lavaron con agua destilada estéril y se sembraron 5 µl de
diluciones seriadas 1:10 sobre placas CM-URA-THI, en el caso de la línea
ERp-1, y en CM-THI en el caso de la línea isogénica MW190-9b.
En la figura 24 se puede observar que la interrupción de KIPDCB
lleva a una disminución en el crecimiento de la levadura en medios carentes
de tiamina, sin embargo, el gen no es esencial en estas condiciones de
crecimiento.
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CM-UR.A-TH1
ERp-1
CM-THI
MW 190-9b
Figura 24, Crecimiento de las líneas ER-pl (KlpdcB.•: URA3) y MW190-9b en CM-
URA-THI y CM-THI respectivamente.
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5.3. DISCUSIÓN
El estudio de la región 5' del gen KICYCI había revelado la existenciá
de un pequeño fragmento de DNA con homotogía con genes que codifican
para piruvato descarboxilasas en otras levaduras. Dadas las diferencias
existentes en el metabolismo respiro-fermentativo de las levaduras K. lactis y
S. cerevisiae nos pareció de interés cazacterizar este gen, extendiendo la
secuenciación en dirección 5'. La secuencia nucleotídica presenta homologías
con las secuencias de los tres genes PDC clonados en S. cerevisae, siendo
mayor el grado de homología con el gen PDC1 (Tabla 5).
En el transcurso de nuestro trabajo de secuenciación, el grupo de
M. Wésolowski-Louvel publicó la existencia de un único gen que codifica
para la piruvato descarboxilasa funcional en K lactis (Bianchi et al., 1996).
Estos autores describieron que al anular el gen KIPDCA no hay actividad
piruvato descarboxilasa, no se produce la inducción de la transcripción de
otro gen estructural, y la línea es incapaz de crecer en glucosa en presencia
de antimicina A. Esto contrasta con la situación en S. cerevisiae en la que al
anular el gen PDC1 se produce expresión de PDC^ (Seeboth et al., 1990).
Los resultados descritos por el grupo de M. Wésolowski-Louvel nos
sugirieron la posibilidad de que KIPDCB fuese un gen de baja expresión,
similar a PDC6 de S. cerevisiae. Los datos que demuestran bajos niveles de
expresión para el gen KIPDCB provienen de varias evidencias
experimentales. En primer lugar, el gen presenta un valor del índice ICDI
muy bajo, característico de genes de baja expresión (Rodriguez-Belmonte et
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al., 1996). Además, no es posible llegar a detectar un transcrito mediante
Northern blot, incluso utilizando cargas de RNA total elevadas, de hasta
30µg, y sondas marcadas con una gran actividad específica. Cuando el
promotor se fusiona al gen marcador lacZ de E. coli se comprueba que,
efectivamente, es un promotor muy débil en las condiciones ensayadas. La
ausencia de cajas RPG en el promotor de KIPDCB que se encuentran en
PDC1 podria ser uno de los elementos condicionantes de la baja expresión.
A pesar de su bajo nivel de expresión, es posible comprobar que la
ORF se transcribe utilizando una técnica de elevada sensibilidad como la
RT-PCR. Con esta técnica hemos podido detectar la presencia de un
transcrito, tanto en medios con glucosa como en fructosa, y también
expresión heteróloga en S. cerevisiae, transformando la línea YSH5.125.-2C
(pdcl °) con el plásmido pK1PDCB(195), portador del gen KIPDCB (Fig.12).
Además, el promotor, aunque débil, demuestra ser activo.
En S. cerevisiae es frecuente encontrar genes de gran homología a
nivel de secuencia y que codifican para proteínas funcionalmente análogas,
pero con un distinto nivel de expresión. Por ejemplo, S. cerevisiae tiene dos
genes que codiñcan para la proteína citocromo c, CYCI y CYC7, siendo el
primero el responsable de la síntesis de un 95% de la proteína total, mientras
que el segundo sólo aporta el 5% restante (Laz et al., 1984). Algo parecido
sucede con la subunidad b de la citocromo oxidasa (Hodge et al., 1989). El
significado de estas "segundas copias" de menor expresión siempre ha sido
un tema de discusión, y se ha sugerido que desempeñan un papel importante
en los procesos de transición de unas condiciones del medio a otras, como
•
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por ejemplo en la adaptación de condiciones aeróbicas a anaeróbicas (Lowry
y Zitomer, 1984). Una situación similar podria ser aplicable a los genes que
codifican para piruvato descarboxilasas en S. cerevisiae. Se ha sugerido que
el gen PDC1 codifica para el isoenzima de mayor relevancia funcional,
mientras que la proteína PdcSp podria ser necesaria para alcanzar una
actividad piruvato descarboxilasa óptima en determinadas condiciones
fisiológicas, como por ejemplo durante la germinación de las esporas, y
Pdc6p durante el crecimiento en fuentes de carbono no fermentables
(Hohmann, 1991). Sorprendentemente, aunque la expresión de PDC6 es muy
débil comparada con la de PDCI o PDC^, se produce un incremento en
etanol, algo inesperado dado que las piruvato descarboxilasas catalizan un
paso irreversible en la fermentación ^a etanol, y no parece ser una actividad
enzimátiĉa relacionada con el metabolismo gluconeogénico (Hohma.nn,
1991).
Las piruvato descarboxilasas conservan cuatro cisteínas en las
posiciones 69, 152, 221 y 222 (Fig. 10). Las dos piruvato descarboxilas
activas en S. cerevisiae conservan las cuatro posiciones. Inicialmente se
consideró que la baja actividad piruvato descarboxilasa de Pdc6p era debida
a la ausencia de la cisteína 222, sin embargo, en la actualidad, hay varias
evidencias experimentales contrarias a esta interpretación. Baburina y
colaboradores (Baburina et al., 1994) han demostrado que no es la cisteína
222 la que resulta imprescindible para la activación por sustrato, sino la 221.
Además, la proteína PdcAp de H. uvarum, que tiene actividad piruvato
descarboxilasa, sólo conserva la cisteína 221 y no la 222, exactamente igual
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que lo que ocurre con PDC6 (Holloway y Subden, 1994). Finalmente, la
proteína de fusión que contiene 45 Aa. del extremo amino terniinal de PDC1
fusionado a 520 Aa. del extremo carboxilo terminal de PDC6, y que contiene
sólo la cisteína de la posición 221, tiene actividad piruvato descarboxilasa
(Zeng et al., 1993). Todas la piruvato descarboxilasas activas conservan, al
menos, la cisteína 221, sin embargo, ésta no parece ser la única condición
necesaria para la actividad, ya que PDC6 conserva dicha cisteína pero tiene
muy baja^ actividad debida a su débil promotor (Hohmann, 1991). KIPDCB
conserva únicamente las cisteínas de las posiciones 69 y 152, pero no el par
221-222. KIPDCB carece también del residuo glutamato de la posición 51,
que aparece conservado en el resto de las piruvato descarboxilasas, y que es
necesario tanto para la unión del cofactor TPP, como para la actividad
catalítica (Killenberg-Jabs et al., 1997).
La baja actividad del promotor de KIPDCB en glucosa, medio en el
que se induce la expresión de genes que codifican para piruvato
descarboxilasas de levaduras (Fig. 16), unida a la carencia de la cisteína 221
necesaria para la activación por sustrato, permiten explicar el hecho de que
al interrumpir el gen KIPDCA no se observe actividad piruvato
descarboxilasa ni capacidad de crecimiento en glucosa en presencia de
antimicina A en K. lactis (Bianchi et al., 1996). Hemos comprobado que el
gen KIPDCB en multicopia no es capaz de complementar la deficiencia de
actividad piruvato descarboxilasa del doble mutante pdcl ° pdc5° de
S. cerevisiae. Este dato no puede ser interpretado exclusivamente por una
alteración estructural de la proteína que originase la pérdida de la actividad
•
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enzimática, ni po.r la baja actividad del promotor, ya que los activadores
transcripcionales PDC2 de S. cerevisiae y su homólogo RAG3 en K. lactis,
no son funcionalmente intercambiables (Prior et al., 1996) y, por tanto, la
ausencia de activación en el sistema heterólogo no puede ser tampoco
descartada.
A1 analizar el efecto originado por la interrupción de gen KIPDCB,
hemos podido comprobar que el gen no es esencial para K lactis en niriguno
de los medios preparados con distintas fuentes de carbono, como glucosa,
etanol, glicerol o acetato. Tampoco, desde un punto de vista cuantitativo,
pueden observarse diferencias de crecimiento en medio líquido complejo,
utilizando, como fuente de carbono, glucosa o etanol (Figs. 21 y 22).
De los datos expuestos puede concluirse que KIPDCB no es un gen
estructural que codifique para una piruvato descarboxilasa funcional.
K. lactis, aunque es capaz de fermentar en condiciones aeróbicas, tiene un
metabolismo principalmente respiratorio (Gancedo y Serrano, 1989) y, en
este sentido, es menos dependiente de genes relacionados con la
fermentación que S. cerevisiae, por eso no resulta sorprendente que presente
tan sólo un gen funcional. Nuestro trabajo ha demostrado sin embargo, que
el genoma de K. lactis contiene, al menos, otra O1ZF con homología a
piruvato descarboxilasas. Funcionalmente no sería equiparable a PDC^,
puesto que no se activa al interrumpir KIPDCA.
El mecanismo de regulación de los tres genes que codifican para
piruvato descarboxilasas en S. cerevisiae es complicado. Cuando PDCI se
expresa, incluso aunque su expresión de lugar a una proteína no funcional
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debido a mutaciones puntuales, no es posible detectar transcrito de PDC^.
De hecho, éste sólo se expresa cuando no hay proteína como consecuencia
de la interrupción de la ORF (Schaaff et al., 1989; Seeboth et al., 1990).
Estos datos llevaron a proponer un mecanismo de autorregulación que podría
funcionar a nivel transcripcional. La interrupción del gen KIPDCB no influye
sobre los niveles de expresión de KIPDCA a nivel de mRNA, lo que descarta
la posibilidad de que KIPDCB, aunque sin actividad enzimática, pudiera
conservar un efecto regulador sobre la expresión del gen KIPDCA.
El reciente hallazgo de que en S. cerevisiae la ORF YDL080c,
considerada como una posible piruvato descarboxilasa, es alélica al gen
THI3, regulador de la biosíntesis y el transporte de tiamina, nos hizo
considerar la posibilidad de que el gen KIPDCB desempeñase una función
similar en K. lactis.
La interrupción de KIPDCB lleva, efectivamente, a una notable
disminución de la capacidad de crecimiento en medios carentes de tiamina
(Fig. 24). En S. cerevisiae la mutación thi3 produce una disminución en el
sistema de transporte de tiamina y una reducción en la actividad de diversos
enzimas relacionados con su biosíntesis; pero no es un gen esencial,
probablemente porque existen otros genes reguladores que pueden activar la
ruta de la biosíntesis, como es el caso de THI2, aunque sin afectar al
transporte (Nishimura et al., 1992a).
El pirofosfato de tiamina, TPP, es un cofactor de las piruvato
descarboxilasas y otros enzimas relacionados. También es un efector
negativo de la biosíntesis de tiamina y la señal intracelular de la
•
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disponibilidad de tiamina en el medio (Nosaka et al., 1993). Además de
TH12 y TH13, el gen PDC2, que es un regulador de la expresión de PDC1 y
PDCS, ha sido identificado como un tercer regulador transcripcional de la
biosíntesis de tiamina. También se ha podido demostrar que PDCS, que
normalmente se expresa muy poco en presencia de glucosa cuando PDCI es
funcional, está reprimido por tiamina (Hohmann, ĉomunicación personal).
Esto sugiere un mecanismo de regulación interdependiente para los
genes que participan en la biosíntesis del cofactor y de los genes que
codifican para proteínas que dependen de la unión al cofactor para su
actividad catalítica. La clonación de KIPDCB y su posible participación en el
transporte y/o la biosíntesis de la tiamina sugiere que este mecanismo está
conservado en levaduras como S. cerevisiae y K lactis, que difieren en su
metabolismo respiro-fennentativo.
131
c1
6. ESTUDIO DEL GEN KIGSK-3
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Estudio del gen K1GSK-3
6.1. INTRODUCCIÓN
La fosforilación es uno de los mecanismos predominantes de
regulación por modificación post-transcripcional en eucariotas. Muchas de
las quinasas descritas están implicadas en procesos de regulación que han
sido conservados evolutivamente, como es el caso de las proteínas que
intervienen en el ciclo celular, en la estimulación de la mitosis o las quinasas
que responden a AMPc, las cuales se han encontrado en numerosos
organismos, desde las levaduras hasta el hombre.
Casi todos los procesos que implican la recepción de una señal
presentan un mecanismo de regulación bastante complejo en el que la
fosforilación suele formar parte de algún paso crítico en la transmisión o en
la amplificación de dicha señal. Este es el caso, por ejemplo, de la respuesta
celular a factores de crecimiento u otros agentes que inducen la mitosis; en la
mayoría de los casos, la señai es transmitida mediante la activación
secuencial de una serie de proteín-quinasas citoplasmáticas, lo que, en
términos generales, se denominan cascadas de Ser/Thr-quinasas.
En mamíferos, la cascada MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
parece ser una vía general de transmisión de señales que regula una serie de
procesos estimulados por agentes extracelulares. Existen múltiples cascadas
MAPK responsables de la transmisión de distintas señales a través del
citosol hasta sus dianas nucleares específicas. Dichas cascadas, en estos
momentos, están siendo el foco de atención de numerosas investigaciones ya
que, recientemente, han sido implicadas en Ia regulación de una gran
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variedad de procesos celulares, tales como diferenciación, desarrollo, ciclo
celular e, incluso, en la transmisión de señales oncogénicas.
Una de las cascadas MAPK de transmisión de señales mejor conocida
en mamíferos es la cascada ERK (Extracellular signal regulated protein
kinases), implicada en la respuesta hormonal, y que regula procesos de
proliferación, diferenciación y desarrollo. Esta cascada ha sido de particular
interés porque se ha observado que muchos oncogenes codifican proteínas
que transmiten señales mitógenas a dicha cascada. Uno de los efectores
finales de esta cascada es la Ser/Thr-quinasa GSK-3 (Glycogen synthase
kinase 3).
Esta quinasa se descubrió inicialmente por su capacidad de activar una
fosfatasa de tipo I y de fosforilar la glucógeno sintetasa. Más tarde se observó
que también estaba implicada en la regulación de otros enzimas metabólicos,
como la ATP-citrato liasa y la acetil-CoA carboxilasa, y en la regulación de
factores de la transcripción, como CREB, AP-1, c-Jun, c-Myb y c-Myc. (Hardy
et al., 1995). GSK-3 también induce la fosforilación de la proteína tau, que
se encuentra fosforilada de modo anormal en cerebros afectados por la
enfennedad de Alzheimer (Mandelkow et al., 1992; Pei et al., 1997) y es
rápidamente inactivada como respuesta a la insulina, fosforilando el factor de
iniciación eIF-2B (Cross et al., 1995; Welsh y Proud, 1993).
Se han aislado dos isoformas de esta proteína tanto en humanos como
en cerebro de rata (Woodgett, 1990; Ishiguro et al., 1993), denominadas
GSK-3a y GSK-3^3. Estas dos isoformas tienen actividad quinasa autónoma
y presentan similares, aunque no idénticas, preferencias por determinados
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sustratos (Hughes et al., 1992). La forma a codifica una proteína ^de unos
51 KDa, y la forma (3 codifica una proteína de 47 KDa, con una identidad
entre ellas del 85% en su secuencia aminoacídica (Woodgett, 1990). Ambas
tienen, a su vez, una homología muy significativa con la secuencia de zeste-
whlte3/shaggy (zw3s^ de Drosophila melanogaster, un gen homeótico
implicado en programas de desarrollo (Bourois et al., 1990; Siegfried et al.,
1990;1992; Woodgett, 1991; Plyte et al., 1992). Ambas ^ subunidades son
proteínas de unión a microtúbulos (Mandelkow et al.; 1992) y se encuentran
en elevados niveles en el cerebro (Woodget, 1990). GSK-3(3 es idéntica a la
quinasa I de la proteína tau (TPKI ) (Pines, 1993).
Se han clonado numerosos genes en distintos organismos que
presentan una gran similitud con los miembros de esta familia, como en
S. cerevisiae (Neigeborn y Mitchell, 1991; Shero y Hieter, 1991; Bowdish et
al., 1994; Puzzis et al., 1994; Hardy et al., 1995; Casamayor et al., 1996;
Hunter y Plowman, 1997), Araáidopsis thaliana (Bianchi et al., 1994; Jonak
et al., 1995), Dyctiostelium discoideum (Harwoód et al., 1995), Medicago
sativa (alfalfa) (Pay et al., 1993), entre otros.
Aunque el mecanismo de regulación de los enzimas de mamíferos no
es muy conocido, parece que ambas formas, al igual que la quinasa de la
mosca de la fruta, se encuentran fosforiladas en una tirosina conservada.
Tanto la actividad como la función, al menos de ta forma (3, parecen ser
dependientes de esta fosforilación. Este residuo tirosina está conservado en
todos los miembros de la familia GSK-3 y es equivalente al requerido para la
actividad de las quinasas MAP, aunque, a diferencia de éstas, GSK-3 parece
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estar fosforilada, y por lo tanto activa, en células que no están en división
(Hughes et al., 1993). Tambiérl se ha observado que ambas formas, a y^i,
son inactivas cuando están fosforiladas en la Ser 9 y Ser 21, respectivamente,
y que pueden ser reactivadas, al menos in vitro, por la fosfatasa PP-2A
(Sutherland et al., 1993).
En S. cerevisiae se han encontrado cuatro genes relacionados con la
familia GSK-3, MCKI , MDSI /RIMI l/ScGSK-3, MRKI y, recientemente,
tras el proceso de secuenciación del genoma de esta levadura, se ha
encontrado una cuarta ORF que codifica una proteína de características
similares a las de esta familia, YOL128C.
6.1.1. EL GEIV MCKI
El gen MCKI fue identificado inicialmente por Dailey y colaboradores
(Dailey et al., 1990) como YPKI. Estos autores purificaron y caracterizaron
un enzima capaz de fosforilar residuos de tirosina en polímeros de Glu y Tyr.
La actividad se encontraba asociada a una proteína de 40 KDa, fosforilada
en tirosina, tanto in vitro como in vivo. Sin embargo, una vez clonado el gen
que codificaba dicha proteína (40p), observaron que la secuencia
aminoacídica presentaba más parecido con proteínas previamente descritas y
clasificadas en otro grupo distinto, las serin-quinasas
Inicialmente, la mayoría de las proteín-quinasas habían sido
clasificadas en dos grupos basándose en la especificidad por el aminoácido
que se fosforila en la proteína substrato (Hanks et al., 1988). Una clase, las
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Ser/Thr-quinasas, modifican serina, treonina o ambos aminoácidos; la otra
clase, las tirosin-quinasas, fosforilan sólo tirosinas. Sin embargo,
recientemente se han descrito proteínas con la capacidad "dual" de fosforilar
tirosina y serinas o treoninas (Lim et al., 1993). Mcklp pertenece a una
nueva clase de quinasas capaz de fosforilar los tres hidroxi-aminoácidos, ya
que lleva a cabo la autofosforilación, tanto en tirosina como en serina, y
fosforila substratos exógenos exclusivamente en serina y treonina (Lim et al.,
1993 ).
Mcklp presenta gran similitud en ciertos aspectos con las quinasas
MAP, como son el tamaño y la homología de la secuencia aminoacídica; el
hecho de que las quinasas MAP también están fosforiladas en dos
aminoácidos in vivo (en el caso de las quinasa MAP en Tyr y Thr), y la
similitud en la especificidad de sustrato, ya que tanto Mck 1 p como las
quinasas MAP fosforilan MBP (Myelin bas^c protein), MAP-2 (Microtubule-
associated protein-2) y la proteína tau de modo eñcaz, aunque, en algunos
casos, modifican residuos distintos (Lim et al., 1993).
Sin embargo, Mck 1 p difiere bastante de la familia de las quinasas
MAP en cuanto a su regulación. Las quinasas MAP poseen un motivo
conservado -TEY-, y la fosforilación tanto de la Thr como de la Tyr es
esencial para la actividad; además, esta activación de las quinasa MAP por
fosforilación de este sitio conservado parece ser debida a la acción de otra
quinasa, una quinasa de la quinasa MAP (MAPKK). Por el contrario, la
fosforilación del residuo Tyr en Mck l p es consecuencia de una autofosforilación, y
no parece ser necasaria para su actividad catalítica (Lim et al., 1993).
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Estos datos, junto con el hecho de que comparte una gran homología
con la glucógeno sintetasa quinasa-3 de mamíferos, y otros genes homólogos
clonados en distintos organismos, sugieren que Mcklp participa en rutas de
regulación diferentes a las rutas en las que están implicadas las quinasas
MAP en mamíferos.
Se ha observado que el gen MCKI juega tres importantes papeles en
S. cerevisiae: es un activador transcripcional de IMEI , está implicado en la
maduración de esporas y facilita la actividad centromérica durante la mitosis.
6.1. 2. FUNCIÓN DE MCKI EN LA SEGREGACIÓN CROMOSÓMICA
El mantenimiento de una ploidía cromosómica correcta en las células
eucariotas durante la división mitótica, requiere la conjunción de una serie de
procesos complejos que están perfectamente controlados temporalmente,
gracias a un sistema en el que interviene la maquinaria del ciclo celular. Un
componente esencial del aparato mitótico es el cinetocoro, una estructura
macromolecular compleja que juega un papel crítico en la segregación
cromosómica durante la mitosis y la meiosis, ya que proporciona el sitio de
anclaje del cromosoma al huso mitótico. Aunque en eucariotas el cinetocoro
está morfológicamente bien definido, se sabe muy poco acerca de las
proteínas específicas que son necesarias para su correcto funcionamiento.
El DNA centromérico de S. cerevisiae ha sido ya aislado y está
perfectamente caracterizado. La función centromérica plena se localiza en el
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locus CEN, una secuencia de tan sólo 125 pb. Este locus está organizado en
tres dominios, dos secuencias altamente conservadas (CDEI, de 8 pb, y
CDEIII, de 25 pb) que se encuentran flanqueando una zona central rica en
A+T (CDEII) (Hieter et al, 1985; Clarke, 1990). Los análisis de mutaciones
y deleciones sobre estas regiones en diversas levaduras indican que tanto las
secuencias CDEI como DCEII no son absolutamente esenciales, pero son
necesarias para una estabilidad óptima de los cromosomas. Sin embargo, la
secuencia denominada CDEIII es esencial para la función centromérica.
Shero y Hieter (Shero y Hieter, 1991) analizaron un gran número de
mutaciones de DNA centromérico, observando sus efectos sobre la
segregación mitótica. En un determinado grupo de mutaciones se producían
emparejamientos cromosómicos parciales, dando lugar a una tasa de pérdida
de los mismos de 10 a 50 veces mayor a lo normal. Estos mutantes fueron
utilizados como base para la búsqueda de supresores. Con estos
experimentos identificaron dos secuencias de DNA, que denominaron CMSI
y C'MS2, de (Centromere mutant supressor). CMSI resultó ser el gen
previamente clonado por Dailey y coloaboradores, TPKI (Dailey et al.,
1990), y fue renombrado posteriormente como MCKI (Meiosis and
centromere regulator kinase} para reflejar la implicación de este gen en el
control de la transmisión cromosómica y en la inducción de la meiosis. En
multicopia, el gen MC'K1 suprime dos mutaciones similares del DNA
centromérico CDEIII, sin embargo, no afecta a mutaciones con defi ĉiencias
comparables en CDEI o en CDEII (Shero y Hieter, 1991), por lo tanto, su
actividad parece bastante específica en este punto.
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La intenupción del gen (Shero y Hieter, 1991) demostró que no es
esencial para el crecimiento a 30°C, sin embargo, los mutantes mckl °
presentan dos fenotipos potencialmente informativos: letalidad condicional a
11 °C y un lento crecimiento en benomil, una droga que desestabiliza los
microtúbulos y que ha sido muy utilizada para la identificación de genes
implicados en la función de los mismos (Hoyt et al, 1990; Stearns et al,
1990). En presencia de esta droga, o durante el crecimiento a temperaturas
semi-permisivas, el mutante muestra un incremento en la tasa de pérdida de
cromosomas. Esto sugiere que Mcklp podría estar implicada en una ruta
bioquímica importante para la segregación mitótica. Se cree que la
^i-tubulina es la única diana intracelular del benomil (Thomas et al, 1985),
por lo tanto, el hecho de que la mutación mckl ° sea hipersensible a esta
droga, hace suponer que Mcklp está relacionada con la función de los
microtúbulos. Podría ser, por ejemplo, importante para la estabilidad del
huso mitótico fosforilando una proteína asociada a los microtúbulos. Ségún
este modelo, la supresión de las mutaciones centroméricas en CDEIII (las
cuales, por sí mismas, producen un descenso en la estabilidad de las
interacciones con los microtúbulos), se explicaría por un incremento
compensatorio en la estabilidad general de los microtúbulos provocada por
un incremento en la dosis génica de MCKI. De hecho, los microtúbulos se
desestabilizan a bajas temperaturas, y la interrupción del gen MCKI es
sensible a dichas temperaturas^(Shero y Hieter, 1991).
Durante los periodos pre-mitótico y meiótico se producen numerosos
procesos de desfosforilación en la célula. Hay muchas proteínas que se
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encuentran específicamente fosforiladas en el estado G2 tardío del ciclo
celular y que se desfosforilan justo antes de la mitosis (Westwood. et al,
1985; Lohka et al, 1987; Nurse, 1990). Los centros organizadores de los
microtúbulos (incluídos los cinetocoros), contienen fosfoproteínas (Davies et
al, 1983; Vandre et al, 1984) y algunas de esas fosfoproteínas se sabe que
forman parte del complejo que se une CDEIII.
Se ha caracterizado un complejo multimérico de unos 240 KDa; que
se une al locus CDEIII (Lechener y Carbon, 1991). Este complejo,
denominado CBF3, es aparentemente esencial para la función del
centrómero. In vitro se une al DNA centromérico salvaje, sin embargo, un
único cambio en un determinado sitio de la secuencia de CDEIII impide esta
unión, provocando una inactivación de la función centromérica. (Ng y
Carbon, 1987; Lechener y Carbon, 1991). El complejo CBF3 está formado
por tres subunidades de 110, 64 y 58 KDa. Los genes que codifican dos de
estas subunidades han sido caracterizados. Determinadas mutaciones en el
gen C.BF2, que codiñca para la subunidad de 110 KDa, dan lugar a una serie
de defectos en la segregación cromosómica (Goh y Kilmartin, 1993; Doheny
et al., 1993), lo que confirma el papel esencial de esta subunidad in vivo. El
gen CTF13 codifica la subunidad de 58 KDa. (Doheny et al., 1993), y el
mutante ctf13 produce una segregación de cromosomas incorrecta a
temperaturas permisivas y el paro de la división celular a temperaturas
restrictivas, formando grandes células gemantes que se detienen al llegar a la
fase G2 y presentan un huso mitótico corto (Doheny et al., 1993). Además
de un posible sitio de unión a DNA, encontrado en la proteína Cbf2p, las
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secuencias aminoacídicas de ambas subunidades no presentan características
que revelen funciones conocidas.
También ha sido clonado un gen, denominado DBFS (Jiang et al. ,
1993), que codifica una proteína de 55 KDa, que contiene una secuencia
repetitiva KKD/E cerca del extremo carboxilo. Esta secuencia es similar a
los conocidos dominios de unión a microtúbulos de las proteínas MAP-1 A y
1B (Microtubule-associated protein). Se ha visto que la proteína Cbf5p se
une a los microtúbulos in vitro. Sin embargo las proteínas que carecen de
este dominio altamente cargado en el extremo carboxilo no son capaces de
llevar a cabo esta unión. Las células en división que contienen un gen CBFS
truncado en el secuencia C-terminal, y que dan lugar a una proteína que
contiene sólo tres copias de la repetición KKD/E, presentan un rétraso en el
ciclo después de la replicación del DNA en la fase G 1/M, mientras que la
ausencia total de la proteína da lugar al paro de la mayoría de las células en
G 1/S. También se ha visto que la sobreexpresión del gen CBFS suprime el
efecto causado por las mutaciones cbf2/ndc10, que son sensibles a la
temperatura, lo que sugiere una asociación directa o indirecta de la CbfSp
con la subunidad de 110 KDa. del complejo CBF3 in vivo. (Jiang et al.,
1995).
Se ha observado que el gen MCKI , en elevado número de copias, es
capaz de suprimir la sensibilidad a temperaturas no permisivas que provocan
determinadas mutaciones tanto en el gen CBF2, como en el gen CBFS.
También se ha demostrado que Mck 1 p es capaz de fosforilar residuos Thr en
la proteína Cbf2p in vitro (Jiang et al., 1995). Esto apoya la teoría de que las
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dianas intracelulares de Mcklp podrían ser alguna de las proteínas de unión
al DNA centromérico aunque, aparentemente, no sería la única quinasa
capaz de fosforilar el complejo CBF3, o algún componente del mismo, ya
que MCKI no es un gen esencial.
6.1.3. MCKI COMO ACTIVADOR TRANSCRIPCIONAL DE IMEI
•
La meiosis y la formación de esporas en S. cerevisiae están sujetas a
dos tipos de regulación. Una depende de las condiciones ambientales, y es
transmitida a través de distintas rutas, siendo una de ellas mediada por la
proteín-quinasa dependiente de cAMP (Matsumoto et al., 1983; Cameron et
al., 1988). Una reducción de la actividad de esta quinasa, en medios con
carencias nutritivas, está asociada con la expresión de IMEI (Inducer of
meiosis), un elemento clave para la entrada de las células en meiosis. Un
incremento en la actividad de la quinasa dependiente de cAMP impide la
expresión de IMEI , incluso en medios de esporulación (Matsuura et al.,
1990). Las señales a las que responde esta ruta de regulación no están del
todo claras.
Un segundo grupo de genes transmite la señal del tipo celular. Sólo las
células a/a, típicamente diploides, que expresan los productos a 1 y a2,
pueden entrar en meiosis cuando hay escasez de glucosa y nitrógeno en el
medio de cultivo. Las proteínas a l y a2 son los productos de los alelos
MATa y MATa , respectivamente (Herskowitz, 1988). Los productos de
estos genes interactúan para formar un represor transcripcional (Goutte y
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Johnson, 1988; Dranginis, 1990) que impide la expresión de un inhibidor de
la meiosis, RMEI (Regulator of ineiosis), cuyo producto bloquea la
expresión de IMEI (Mitchell y Herskowitz, 1986; Kassir et al., 1988; Covitz
et al., 1991). Por otro lado, a 1-a2 permite, de un modo indirecto, una
elevada expresión de un regulador positivo de la meiosis, el producto de
IME4, que estimula, a su vez, la expresión de IMEI (Shah y Clacncy, 1992).
Para que se produzca un elevado nivel de expresión de IME4 en células a/a,
es necesaria la ausencia de nitrógeno, por lo tanto, IME4 transmite no sólo
una señal génica específica, sino también una señal nutricional. Dado que a 1
y a2 se expresan juntos, normalmente en células diploides, esta señal
genética asegura que la esporulación se produzca sólo en células capaces de
producir esporas haploides viables.^
SP01
SPO11
SP013
IAfE2
SPOI
SPOI l
SP013
SIN3/CI1LIEa
Crecimiento ^ RIMI 1 ^ Meiosis y formación de
vegetativo ---' esporas
Figura 25. Esquema general de regulación de la meiosis en S. cerevisiae.
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Ambas señales, genéticas y nutricionales, estimulan la expresión del
activador de la meiosis IMEI. Uno de los principales papeles de este
regulador es estimular la expresión de genes específicos de la esponilación
(Smith y Mitchell, 1989; Mitchell et al., 1990; Engebrecht y Roeder, 1990;
Kihara et al., 1991).
Uno de los genes específicos de la esporulación de expresión más
temprana es IME2 (Yoshida et al., 1990) que, a su vez, activa otros ĝenes
específicos de la esporulación. El producto de IMEI , sin embargo, puede
activar la expresión de genes específicos de la esporulación de un modo
independiente de IME2. IMEI , no sólo está regulado negativamente por el
producto de RMEl, sino que también está sujeto a una retrorregulación. En
células diploides, con capacidad de esporular, la transcripción de IMEI es
transitoria, y dependiente de las múltiples señales comentadas. Sin embargo,
en diploides que presentan una disrupción del gen IME2, o del propio IMEl ,
se observa una acumulación continua del transcrito de IMEI , lo que sugiere
que esta autorregulación se manifiesta a través de Ime2p, o de un gen cuya
expresión, o bien la actividad de su producto, requiera Ime2p (Shefer-Vaida
et al., 1995). Sin embargo, se desconoce el mecanismo de esta
autorregulación, ya que no existen evidencias de que Ime 1 p se una a su
propio promotor (Shefer-Vaida et al., 1995), ni de que se una al promotor de
IME2 ( Smith et al., 1993).
Neigeborn y Mitchell (Neigeborn y Mitchell, 1991) hicieron una
búsqueda de genes que, en alto número de copia, fuesen capaces de superar
el bloqueo meiótico producido como consecuencia de un incremento en la
147
Esther Rodríguez Belmonte
expresión del regulador negativo RMEI. Para ello, utilizaron una línea
diploide a/a transformada con un plásmido multicopia que portaba el gen
RMEI. El resultado del análisis fue la clonación de un gen distinto a IME1 y
^
a IME2 que, inicialmente denominaron IME3. Sin embargo, la secuencia del
gen demostró que se trataba del gen previamente clonado, YPKI (Dailey et
al., 1990) y que estaba siendo paralelamente estudiado por Shero y Hieter
(Shero y Hieter, 1991), MCKI .
Los mutantes mckl ° acumulan ascas inmaduras, aunque todos los
mutantes retienen cierta capacidad de esporular. Esta esporulación residual
sugiere la posibilidad de la existencia de una segunda quinasa que pudiese
actuar sobre eUlos sustrato/s de MCKI , o bien, la existencia de alguna ruta
de regulación paralela que conduzca también a la activación de la
esporulación. Un incremento en la dosis génica de MCKI acelera la
esporulación. Este fenotipo es debido a que MCKI regula positivamente al
activador IMEI. En multicopia, MCKI produce un incremento en la
expresión de IME1, lo que conduce a una aceleración de la esporulación, sin
embargo, en los mutantes mckl ° se ha observado que la expresión de IMEI
se ve reducida. No se conoce, sin embargo, cómo MCKI ejerce su control
sobre la expresión de IME1. El estudio del promotor de MCK1, mediante
ensayos ^3-galactosidasa, indican que MCKI no responde a las señales
generales que inducen la esporulación, ya que no responde ni al tipo celular,
ni a las carencias nutricionales. De hecho, su expresión es constitutiva y el
producto de MCKI es activo en células vegetativas (Neigeborn y Mitchell,
1991). Sí parece que actúa, o bien por debajo del nivel regulador de RME1,
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o bien, de modo paralelo, ya que la sobre-expresión de MCKI no inhibe la
transcripción del regulador negativo RMEI.
Las mutaciones mckl producen también una morfología anormal de
las ascas. Este fenotipo parece ser independiente del papel regulador de
MCKI sobre IMEI , ya que en mutantes mckl ° que sobre-expresan IME1, al
poner a este gen bajo el control de un promotor inducible, como el del gen
GAL1, se produce un porcentaje de esporulación igual al de las células
salvajes MCKl. Sin embargo, se acumulan ascas esféricas inmaduras de las
mismas características que los mutantes mckl ° no transformados con Po^,^-
IME1 (Neigeborn y Mitchell, 1991).
Claramente, muchos genes están implicados en la regulación de IMEI.
Su y Mitchell (1993a) aislaron distintos mutantes que afectan a la expresión
de IME2, denominados mutantes rim (Regulator of IME^). Varios de estos
grupos de complementación, RIMI , RIM8, RIM9 y RIM13, que estos autores
designan como genes de la ruta RIMl , estimulan la transcripción de IME1, al
igual que MCKI , pero a través de una ruta independiente, ya que los
fenotipos causados por las mutaciones de estos genes son algo diferentes.
Los mutantes mckl crecen bien a 17°C pero, a esta temperatura, son
hipersensibles al benomil (Shero y Hieter, 1991). Sin embargo, los mutantes
riml/8/9/13 crecen muy mal a 17°C, pero no son sensibles al benomil. Los
mutantes mckl acumulan ascas inmaduras, pero retienen un 2% de la
capacidad de esporular. Los mutantes rim 1/8/9/13 acumulan un mayor
número de ascas inmaduras pero, a diferencia de lo que ocurre con los
mutantes mckl , las ascas son capaces de madurar, finalmente, tras largos
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periodos de incubación. La morfología de las colonias también es diferente
entre estos dos tipos de mutantes, ya que la interrupción de MCKI da lugar a
la formación de colonias de tipo rugoso, mientras que, en los mutantes
rim 1/8/9/13, las colonias son de aspecto liso (Su y Mitchell, 1993a).
Si bien las distintas combinaciones posibles de interrupciones entre los
genes MCKI , RIMI y IME4 todavía permiten la expresión de IME2 y la
esporulación, el triple mutante no. Esto sugiere que los tres genes actuan a
través de rutas independientes para estimular la espresión de IME2 y, por
consiguiente, la esporulación. La presencia de tres segmentos similares a
dedos de zinc y una región acídica, que parecen ser esenciales para la
actividad de Rimlp, sugieren que esta proteína pudiese ser un activador
transcripcional (Su y Mitchell, 1993b). Se desconoce si Rim 11 p activa la
expresión de IMEI directamente o si lo hace a través de RIMB, RIM9 0
RIM13, que parecen funcionar en la misma ruta de RIMI (Su y Mitchell,
1993a)
6.1.4. EL GEIV MDSI/RIMI l/SCGSK-3
ScGSK-3, como gen Iromólogo a genes de la familia GSK-3
Este gen ha sido aislado, al igual que MCKI , por diversos grupos de
investigación. Bianchi y colaboradores (Bianchi et al., 1993) utilizaron dos
oligonucleótidos degenerados derivados de la región catalítica de GSK-3 de
mamíferos para amplificar una región de DNA de S. cerevisiae mediante
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PCR. Con esta técnica consiguieron clonar dos fragmentos diferentes. Tras la
secuenciación, se comprobó que uno de los clones correspondía aI gen ya
identificado como MCKI. El otro clon, sin embargo, resultó ser un nuevo
gen, con una ORF de 1110 pb, que predecía una proteína de 370
aminoácidos con un peso molecular estimado de 42,9 KDa. La secuencia
aminoacídica presentaba las características típicas de la familia GSK-3, y una
gran homología con los miembros de la familia GSK-3, del orden de 53-62%
de identidad (en la región catalítica de 66-69%), por lo que denominaron a
esta ORF ScGSK-3. Esta identidad era mucho mayor, incluso, que la que
compartía con MCKI, que era de tan sólo un 34% (38% en la región
catalítica). Otros autores aislaron este gen por vías totalmente independientes
pero muy relacionadas con las funciones que presenta el gen MCKl. MDSI
fue clonado como un supresor de varios fenotipos del mutante mckl ,
relacionados con su función centromérica (Puzzis et al., 1994). RIMlI fue
clonado como resultado de una selección de mutantes de la meiosis en
S. cerevisiae y localizado en una región del cromosoma XIII muy cercana al
gen CIN^t (Mitchell y Bowdish, 1992). Tras el análisis del contenido de los
plásmidos que contenían fragmentos del clon, original, se constató que el gen
RIMI l era idéntico a MDSI (Bowdish et al., I 994).
MDSI como supresor de la mutación mckl °
El hecho de que la sobre-expresión de MCKI pudiese suprimir los
fenotipos generados por mutaciónes en la región CDEIII, así como el hecho
de que los mutantes mckl mostrasen una elevada tasa en la pérdida de
isl
Esther Rodríguez Belmonte
cromosomas en benomil, indicaban, como ya se ha apuntado, que MCKI
debe estar implicado en algún proceso de la segregación cromosómica.
Puzzis y colaboradores (Puzzis et al., 1994) explotaron el fenotipo sensible a
bajas temperaturas de los mutantes mckl para la selección de genes que, en
alto níunero de copia, pudiesen suprimir dicho fenotipo. Su teoría se basaba
en que tales genes deberian codificar sustratos de MCKI , o bien factores que
desempeñasen algún papel en un paso posterior en la ruta de regulación de
MCKI. Alternativamente, no descartaban la posibilidad de aislar genes con
especificidad de sustrato similar a la de MCKI , que podrían fosforilar
componentes de la ruta de regulación de MCKI cuando se sobre-expresaban.
Por este método, de hecho, clonaron un gen que, al igual que MCKI ,
codifica una Ser/Thr-quinasa. La interrupción del gen MDSI tampoco es
letal, lo que sugiere que, en el hipotético caso de que ambas proteínas
tuviesen funciones redundantes, debe haber más quinasas en S. cerevisiae
implicadas en tales funciones. A1 contrario de lo que ocurre con los mutantes
mckl °, las células que portan la interrupción de MDSI crecen de modo
normal en todas las temperaturas ensayadas y no son sensibles al benomil.
La interrupción de MCKI produce un defecto en la meiosis en células
diploides, pero los mutantes consiguen esporular, al menos, un 2% respecto
a la línea salvaje. En el caso de la interrupción de MDSI, se produce un
bloqueo antes de la primera división meiótica, indicando que el producto de
este gen es totalmente necesario para completar el proceso de meiosis
(Puzzis et al., 1994).
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En alto número de copia, MDSI es capaz de suprimir los fenotipos
sensibles a bajas y altas temperatwas, pero no así la pérdida de cromosomas
durante el crecimiento en benomil de los mutantes mckl °. Además, al
contrario de lo que ocurre con MCKl , la presencia de MDSI en multicopia
no suprime la pérdida de fragmentos cromosómicos no esenciales en
mutaciones puntuales de la secuencia CDEIII (Puzzis et al., 1994).
Una de las funciones atribuidas a la GSK-3 de mamíferos es la de
controlar el metabolismo de glucógeno, a través de la fosforilación e
inactivación de la glucógeno sintetasa. La interrupción de MDSI no tiene
ningún efecto sobre el contenido de glucógeno en las células. La intemtpción
de MCKI da lugar a una reducción en el almacenamiento de glucógeno, justo
lo contrario de lo que se espera al perder un regulador negativo de la
glucógeno sintetasa. O bien la fosforilación de glucógeno sintetasa no
produce el efecto regulador que se le atribuía en mamíferos, o el mecanismo
de regulación es distinto en S. cerevisiae. Otra posibilidad que estos autores
apuntan es la de que pueda existir otro gen en S. cerevisiae que sea
funcionalmente homólogo a GSK-3 y que sí esté relacionado con el
metabolismo del glucógeno (Puzzis et al., 1994).
A] contrario de lo que ocurre con MCKI , hay pocas evidencias de que
MDSI codifique un factor necesario para la segregación normal de
cromosomas. Es posible que Mds 1 p sea capaz de fosforilar algún factor(es)
implicado(s) en la segregación cromosómica que, normalmente, son el
sustrato de Mck 1 p, aunque con una menor especificidad, y que el incremento
en la dosis de Mdslp pueda compensar la pérdida de Mcklp. De hecho,
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tanto MDSI como MCKl , codifican quinasas con especificidad de sustrato
similar al de GSK-3 de mamíferos (Puzzis et al., 1994). .
Rll^ill como activador meiótico de IMEl.
La entrada en la meiosis, como ya se ha comentado, viene
acompañada de un incremento en la expresión de IMEI , cuyo producto,
Ime 1 p, activa la expresión de IMEZ y otros genes meióticos. IMEI transmite
dos tipos de señales, una de tipo nutricional , carencia de fuente de carbono
y nitrógeno, y otra que trasmite la señal del tipo celular diploide.
Tras el agotamiento de nitrógeno en presencia de glucosa, las células
inician una transición morfológica desde la forrna de levadura . a la forma
pseudohifal (Gimeno et al., 1992). El agotamiento de nitrógeno en presencia
de fuentes de carbono no fermentables induce a las células a entrar en el
cíclo meiótico. Estas dos señales, determinan la disponibilidad de Ime 1 p en
las células. La transcripción de IMEI es reprimida por glucosa y sólo se
detecta un nivel muy bajo de expresión cuando el acetato es la única fuente
de carbono. (Kassir et al., 1988). El agotamiento de nitrógeno, por el
contrario, induce la transcripción de IME1 (Kassir et al., 1988). Sin
embargo, cuando en condiciones experimentales se induce la expresión de
IMEI en cultivos vegetativos, tanto en glucosa como en acetato, poniendo la
ORF bajo el control de un promotor inducible, los genes específicos de la
meiosis no se expresan, y la meiosis no se induce. Esto sugiere que el
agotamiento de nutrientes no es únicamente necesario para la activación
•
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transcripcional de IMEI , sino también para la activación de Ime 1 p, o bien,
para la expresión o activación de un factor adicional (Sherman et al., 1993).
La señal del tipo celular se refleja tanto en el hecho de que los niveles
de expresión de IMEI son mayores en células a/a que en células a o a bajo
condiciones de carencias nutricionales, como en el hecho de que un
incremento en la dosis de IMEI permite también a las células haploides
entrar en meiosis (Kassir et al., 1988). Una expresión inadecuada (ectópica)
de IME1, al ponerlo bajo el control del promotor GAL1, permite a las células
haploides a y a expresar genes meióticos (Smith et al., 1990).
La expresión de IME1 es tóxica en células haploides que se
encuentran en un medio con carencias nutricionales, posiblemente, porque
Imelp, en estas condiciones, las dirige hacia la meiosis (Mitchell y Bowdish,
1992). Esta toxicidad es mucho mayor en mutantes rad52, que presentan una
incapacidad para reparar las roturas de la doble hebra de DNA en los
cromosomas, roturas que se producen durante la meiosis (Sun et al., 1989;
Prakash et al., 1993; Dutta et al., 1996).
Basándose en este principio de letalidad, Mitchell y Bowdish
(Mitchell y Bowdish, 1992) utilizaron una línea haploide PG,^^-IMEI
rad52: : LEUZ para seleccionar mutantes espontáneos resistentes a la
toxicidad que provoca la sobreexpresión de IMEI en medios de esporuración
(Spo). Era de esperar también que apareciesen mutantes Spor con defectos
tanto en el propio PG^^-IME1, como en IME2 utilizando este tipo de
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búsqueda. De este modo fueron identificados, además, dos nuevos genes,
RIMI l y RIM16.
El principal papel de R.im 11 p es estimular la esporulación, ya que los
mutantes rim I 1° provocan un defecto absoluto en la esporulación y causan,
también, un severo defecto en la transcripción de genes tempranos de la
meiosis, como IME2, RIM4, SP013 y HOPI, pero no de IMEI. Todos estos
genes presentan varias características comunes: poseen sitios URS 1 en el
promotor, dependen de Ime 1 p para su expresión y, al menos dos (IME2 y
SP013) están regulados negativamente por Sin3p y Ume6p (Bowdish y
Mitchell, 1993; Steber y Esposito, 1995).
UME6 codifica una proteína de unión a DNA que se une al sitio
URS 1, una secuencia específica que se encuentra en la región 5' de muchos
genes, incluyendo los genes que se expresan al inicio de la meiosis
(Anderson et al., 1995). El propio RIMI 1 tiene un sitio URS 1
(TACCGCCCA) en la posición -526 respecto al codón de iniciación
(Bowdish et al., 1994). Varios genes específicos de la meiosis contienen,
además, otros sitios reguladores positivos adyacentes a URS 1, como T4C en
IME2, o UASH en IME1 o HOPI (Rubin-Bejerano et al., 1996).
Ume6p es un regulador negativo de genes específicos de la meiosis en
células vegetativas, sin embargo, parece convertirse en un activador de estos
mismos genes bajo condiciones que inducen la meiosis (Rubin-Bejerano et
al., l 996). Tanto la represión vegetativa como las señales de activación de la
meiosis son transmitidas al sitio URS 1 directamente a través de Um6p. Dado
que Ime 1 p no se une al DNA directamente, se ha propuesto que esta proteína
•
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pueda activar la expresión de los genes específicos que se expresan al inicio
de la meiosis mediante la asociación con Ume6p para unirse al sitio URS 1
(Steber y Espósito, 1995).
Ume6p parece unirse a un dímero de Imelp (Rubin-Bejerano et al.,
1996). Rim 11 p podría ser necesaria para la dimerización de Ime 1 p y para la
interacción con Umeóp. Dicha interacción es inhibida por la presencia de
glucosa y depende del agotamiento de nitrógeno. Para que se lleve a cabo es
necesario, también, que Imelp esté fosforilada por Riml lp. Sin embargo, no
se sabe cómo Rim 11 p media la señal nutricional. Rim 11 p interactúa con
Ime 1 p incluso en condiciones vegetativas (Rubin-Bejerano et al., 1996),
pero podría fosforilar a Ime 1 p sólo en condiciones de carencia nutritiva,
fosforilación que podría conducir tanto a la asociación de Ime 1 p con Ume6p,
como a su propia autoasociación para formar el dímero. Sin embargo, no se
ha determinado si la fosforilación de Ime 1 p por Rim 11 p está regulada por
nutrientes, por lo que el mecanismo mediante el cual Riml lp transmite la
señal nutricional no queda del todo claro (Rubin-Bejerano et al., 1996).
6.1. S. E^ GEN MRKI
Este gen MRKI (Mdsl p related kinase) fue clonado por Hardy y
colaboradores (Hardy et al., 1995) utilizando dos oligonucleótidos
degenerados correspondientes a la secuencia de la GSK-3^3 de cerebro de
rata y amplificando el DNA genómico mediante PCR. El producto de dicha
PCR fue utilizado posterionnente como sonda, para analizar una libreria de
is^
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DNA genómico de levaduras. De este modo, aislaron un único clon cuya
secuenciación reveló la existencia de una ORF que predecía una proteína de
375 aminoácidos, con un peso molecular de unos 43 KDa. La secuencia
presentaba una gran homología con los miembros de la familia GSK-3, así
como las características compartidas por la proteín-quinasas descritas por
Hanks y colaboradores (Hanks et al., 1988).
A1 igual que MCKI y MDSI , MRKI no es un gen esencial, ya ^que su
interrupción da lugar a células viables. Tampoco se han observado defectos
en el crecimiento y morfología de los mutantes mrkl °. Todos los estudios en
distintas fuentes de carbono y a distintas temperaturas indican que no hay
diferencias respecto a la línea parental en estas condiciones. Tampoco se
observan diferencias en cuanto a la acumulación de glucógeno. Los triples
mutantes mckl °, mdsl °, mrkl ° también son viables, y no presentan fenotipos
distintos respecto al crecimiento en distintas fuentes de carbono, sensibilidad
a temperatura o supervivencia a choque térmico respecto a la línea mckl °
mdsl ° (Hardy et al., 1995).
6.1. 6. LA ORF YOL 128C
Durante el proyecto de secuenciación del DNA genómico de
S. cerevisiae, se ha encontrado una nueva ORF, que codifica una proteína de
375 aminoácidos, con un peso molecular estimado de 43.2 KDa (Casamyor
et al., 1996; Hunter y Plowman, 1997). La secuencia aminoacídica que
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predice esta ORF presenta grandes homologías con los miembros de la
familia GSK-3, fundamentalmente con el gen MCKI de S. cerevisiae.
Hasta el momento los procesos meióticos en Kluyveromyces no han
sido estudiados, sin embargo se ha observado que los diploides son mucho
más inestables que en S. cerevlsiae (Wésolowski-Louvel et al., 1996). La
identificación de la ORF2, descrita previamente en este trabajo, como una
proteín-quinasa de la subfamilia de las GSK-3 implicada en los procesos de
meiosis en levadura abre las posibilidades de estudio de la regulación de este
proceso en K. lactis.
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6.2. RESULTADOS
6.2.1. ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE LA REGIÓN
CODIFICADORA
La secuencia aminoacídica de las proteínas de la familia GSK-3
presenta un porcentaje de homología muy elevado a lo largo de to.do el
dominio catalítico, presentando, en todos lós casos, los once dominios
conservados característicos de Ser/Thr-quinasas descritos por Hanks y
colaboradores (Hanks et al., 1988), así como los 18 residuos invariables, o
casi invariables, en todas las proteín-quinasas conocidas. También aparece
conservado un motivo de unión a ATP y un residuo de tirosina que parece
estar sujeto a regulación por fosforilación en GSK-3 de mamíferos y en el
gen shaggy/zeste white3 de D. melanogaster. Esta similitud desciende
considerablemente fuera del dominio catalítico, aunque algunas secuencias
presentan residuos conservados fuera de este dominio, como la secuencia
FDEL, que aparece inmediatamente después del dominio catalítico de
algunos genes, pero no aparece, por ejemplo, en MRKI o en MCKI de
S. cerevisiae (Fig. 26).
El alineamiento de la proteína deducida a partir de la secuencia
codificadora de K1GSK-3 con varias proteínas de la familia GSK-3, como
MDSl /RIMI l/ScGSK-3 y MCKI de S. cerev^siae, GSK-3^3 de humanos y
shaggy/zeste white3 de D. melanogaster, mediante el programa Clustal V
(Higgins et al, 1992), muestra que la secuencia aminoacídica de KIGSK-3
•
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contiene todos los dominios definidos por Hanks y colaboradores (Hanks et
al., 1988) de las proteín-quinasas. Presenta, además, varios motivos
característicos de la familia GSK-3, que incluyen secuencias muy
conservadas en esta familia, a excepción de MCKI , que sólo presenta el
motivo SYICSR/YRAPEL altamente conservado. También presenta el
motivo de unión a ATP y la tirosina conservada, tal y como se puede
observar en la figura 26. Esta homología es particularmente elevada en
aquellos dominios implicados en el reconocimiento del sustrato (VI-VIII)
(Taylor et al., 1992).
I
K1GSK-3 ---------------------------------------------SCGTPEI ^^...^
:;z>.^:::<:: ^;::::<::z:::::>
MDS1 ---------------------------------------------SFPTTE
......:..:.^
.:,.::.: ••:;^ ...:::..;:
MRK1 ---------------------------------------------SYPTTE . . .^^`..^: : : . . .: .. ..: • : : . : . .:. , ; ..
HsGSK ----------------------KDGSKVTTWATPGQGPDRPQEVSYTDTKV ;.,,:.:.;^^V
DmZW3 LARTQSCVSWTKWQKFKNILGRDGSKITTWATPGQGTDRVQEVSYTDTKV ^ ^ ^...^.^fi
:>;;<:::::::•:,:.>,:.>:.>:
MCK1 -------------VKEYRKI-------------------------------- •' .'^:
consensus * *.**.
II IZI ZV
K1GSK-3 VFRTKVKETGED--- IKKVLQDRRFKNRE IMKLISHPNLIDLKYYFLE-QSD-QE
MDS1 VFATVIQETNEK--- AIKKVLQDKRFKNRE IMKMLSHINIIDLKYFFYERDSQ-DE
MRK1 VVTTVIIETNQK--- AIKKVLQDRRYKNRE TMKMLCHPNTVGLQYYFYEKDEE-DE
HsGSK VYQAKLCDSGEL--- AIKKVLQDKRFKNRE IMRKZ,DHCNIVRLRYFFYSSGEKKDE
DmZW3 VFQAKLCDTGEL--- AIKKVLQDRRFKNRE IMRKLEHCNIVKLLYFFYSSGEKRDE
MCK1 VVQAYLTQDKKNWLG FAIKKVPAHTEYKSRE ILRIADHPNIVKLQYFFTHLSPQDNK
consensus * .... . . :++++. ...+.+++.... .* *...+.*.*. ... .
V VIA VIB
K1GSK-3 LYLNLIVDYMPMSLYQRLKEFISLHQPMDRYEIKIYMFQLFKSLNYLHQVVNVCHRDIKP
MDS1 IYLNLILEYMPQSLYQRLRHFVHQRTPMSRLEIKYYMFQLFKSLNYLHHFANVCHRDIKP
MRK1 VYLNLVLDYMPQSLYQRLRHFVNLKMQMPRVEIKFYAYQLFKALNYLHNVPRICHRDIKP
HsGSK VYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLAYIHSFG-ICHRDIKP
DmZW3 VFLNLVLEYIPETVYKVARQYAKTKQTIPINFIRLYMYQLFRSLAYIHSLG-ICHRDIKP
MCK1 VYQHLAMECLPETLQIEINRYVTNKLEMPLKHIRLYTYQIARGMLYLHGLG-VCHRDIKP
consensus ... * ....* ... .. . . . .. . .. .. * .*. . . *.*.. .+++++++
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VII VIII
K1GSK-3 QNILVDPDTLLLKICDLGSAKQLKPNEP YICSRYYRAPEL
MDS1 QNLLVDPETWSLKLCDFGSAKQLKPTEP YICSRYYRAPEL
MRK1 QNLLVDPTTFSFKICDFGSAKCLKPDQP Y_ICSRYYRAPEII
HsGSK QNLLLDPDTAVI,KLCDFGSAKQLVRGEP YICSRYYRAPE
DmZW3 QNLLLDPETAVLKLCDFGSAKQLLHGEP Y_ICSRYYRAPE
MCK1 SNVLVDPETGVLKICDFGSAKKLEHNQPSI YICSRFYRAPE
IX
IFGATNYTTKIDIWSAG
IFGATNYTNQIDIWSSG
MFGATNYSNQVDVWSSA
IFGATDYTSSIDVWSAG
IFGAINYTTKIDVWSAG
IIGCTQYTTQIDIWGLG
consensus .*.*.** * . *.**.**** * ..*..
. ..* ..*....*.* .
K1GSK-3 CVMAELLL PIFPGESKIDQLVE^
MDS1 CVMAELLL PMFPGESGIDQLVE
MRK1 CVIAELLL KPLFSGESGIDQL
HsGSK, CVLAELLL QPIFPGDSGVDQL
IIKVLGTPTREEICSMNENYSEHKFPQ-----IRPI
IIKILGTPSKQEICSMNPNYMEHKFPQ-----IKPI
IIKIMGIPTKDEISGMNPNYEDHVFPN-----IKPI
IIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQ-----IKAH
IKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQ-----IKSHDmZW3 CVLAELLL PIFPGDSGVDQL
MCK1 CVMGEMLI KAIF EPLL LR IAKLLGPPDKRFIFFSNPAYDGPLFSKPLFSGSSQQ
consensus **. *.*.*...*.* . ..**.*. *..*.*.. *...*. *. ..*..
K1GSK-3 PLNRIFK-KETQETIDLLYHIMKYDPNIRYSALQCMFNSTYFTDIVSNTG--SDSNLSLI
MDS1 PLSRVFK-KEDDQTVEFLADVLKYDPLERFNALQCLC-SPYFDELKLDDG--KINQIT--
MRK1 TLAEIFK-AEDPDTLDLLTKTLKYHPCERLVPLQCLL-SSYFDETKRCDT--DTYVKA--
HsGSK PWTKVFRPRTPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLE-ACAHSFFDELR--DP--NVKHPNGR
DmZW3 PWQKVFRIRTPTEAINLVSLLLEYTPSARITPLK-ACAHPFFDELRM-EG--NHTLPNGR
MCK1 RFEKYFG-HSGPDGIDLLMKILVYEPQQRLSPRRIL-AHQFFNELRNDDTFLPRGFTEPI
consensus . . .*. ... .. .... *.*..* ... ...*. .. .. .... .
Figura 26. Alineamiento de la región catalítica de varias proteínas de la familia GSK-3
con la secuencia aminoacídica deducida a partir de la secuencia nucleotídica de KIGSK-3.
Los once dominios característicos de las proteín-quinasas están indicados como regiones
conservadas del I al XI. Los aminoácidos en negrita son los residuos invariables, o casi
invariables, comunes a todas las quinasas. El motivo de unión a ATP está incluido en un
recuadro con fondo gris, y la tirosina conservada (Y) está subrayada.
E1 alineamiento con la familia GSK-3 hace patente el grado de
homología de la proteína K1Gsk-3p con la secuencia de Mds 1 p de
S. cerevisiae, tal y como se puede observar en la figura 27, en la que se hace
un análisis comparativo de ambas proteínas a lo largo de toda la secuencia, y
no sólo de la región catalítica.
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K1GSK-3 MKVGELLESSGAGGSRSIIAYTNDKNAGFETEMDSILPSDDLKQGSLHSK
MDS1 MNI--------------------------------------------QSN
* *
K1GSK-3 NSHGNDVKIVPDEDEVITRRTVVKGHSNPEESWISCGTPEIVGNGSFGV
MDS1 NSPNLSNNIVSKQVYYAHPPPTI----DPNDPVQISFPTTEWGHGSFGV
** .*+. .
.
.*...* ** * *.**.****^
K1GSK-3 VFRTKVKETGEDWIKKVLQDRRFKNRELEIMKLISHPNLIDLKYYFLE-
MDS1 VFATVIQETNEKVAIKKVLQDKRFKNRELEIMKMLSHINIIDLKYFFYER
*^ * .,** * + *******,**^*****^**..** *.****^.* *
K1GSK-3 QSDQELYLNLIVDYMPMSLYQRLKEFISLHQPMDRYEIKIYMFQLFKSLN
MDS1 DSQDEIYLNLILEYMPQSLYQRLRHFVHQRTPMSRLEIKYYMFQLFKSLN
.*..*.+****,.**+ +****^..*.
.
** * **+ *****^****
K1GSK-3 YLHQVVNVCHRDIKPQNILVDPDTLLLKICDLGSAKQLKPNEPNVSYICS
MDS1 YLHHFANVCHRDIKPQNLLVDPETWSLKLCDFGSAKQLKPTEPNVSYICS
+** *********** ***+ * *^ ** ******** *******^*
K1GSK-3 RYYRAPELIFGATNYTTKIDIWSAGCVMAELLLGQPIFPGESKIDQLVEI
MDS1 RYYRAPELIFGATNYTNQIDIWSSGCVMAELLLGQPMFPGESGIDQLVEI
*************+** .*****.******^*****.****^ ******+
K1GSK-3 IKVLGTPTREEICSMNENYSEHKFPQIRPIPLNRIFKKETQETIDLLYHI
MDS1 IKILGTPSKQEICSMNPNYMEHKFPQIKPIPLSRVFKKEDDQTVEFLADV
**.^+**...***^** ** +**^+**.+***.+.**** ..*...* ..
K1GSK-3 MKYDPNIRYSALQCMFNSTYFTDIVSNTGSDSNLSLIDSLPLLHFEES-E
MD51 LKYDPLERFNALQCLC-SPYFDELKLDDGKINQIT--TDLKLLEFDENVE
^+*+ * **+* + +*^ * * ** * * *
. .. . .. . .... . . .
K1GSK-3 LQGLSSNDIYRLTGKLI----
MDS1 LGHLSPDELSSVKKKLYPKSK
+
*^.... . +*
Figura 27. Alineamiento de la secuencia completa de las proteínas K1Gsk-3p de K lactis
y Mds 1 p de S. cerevisiae.
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6.2.2. COMPARACIÓN DEL USO DE CODONES CON OTROS GENES DE LA
FAMILIA ( 'i►SK-3
En la siguiente tabla se muestran los valores del ICDI (Freire-Picos et
al., 1994) de varios genes de la familia GSK-3 y de KIGSK-3 (Tabla 15).
Tabla 15. Medida del uso de codones sinónimos en genes de la
familia GSK3 de distintos organismos.
Organismo Gen ICDI
S. cerevisiae MDSI /RIMI 1 /ScGSK-3 0.14
S. cerevsiae MRKI 0.14
S. cerevisiae MCKI 0.14
H. sapiens GSK-3 a 0. 09
D. melanogaster shaggy/zeste white3 0.08
K. lactis KIGSK-3 0.16
Los resultados muestran que los genes de esta familia presentan
valores de ICDI menores a 0,2, lo que sugiere que se trata de genes de baja
expresión. El gen KIGSK-3 presenta un valor de ICDI muy similar a los
obtenidos para esta familia.
6.2. 3. ANÁLLSIS DE LA SECUENCIA DE LA REGIÓN PROMOTORA DE KIGSK-3
En la figura 28 se muestra la secuencia nucleotídica de 840 pb previa
al codón ATG de iniciación en la que se indican los elementos encontrados
que se citan a continuación. La búsqueda de consensos se realizó a través del
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programa FindPattems del paquete GCG (Devereux et al., 1984) o mediante
el programa DNAsis (© de Hitachi Soflware Engeneering Co., LTD).
-840 CCCCTTTCCTATCGGCTACCCTTGCTCCATTTGTCCTTGATCCCTGCCTAGGTGGCCCC^
-780 j:^G^::GCTTCCCTGCTTGGTTTCCTGGATGTGATCGGACTAACGGAGAAGTACTCACGAA
-720 CTTCCACTTTTCCCTGGCATCCGGTTCCAGGAAAAACTATACTATTTGAACAAGCAATCT
-660 TCTTCCTATTAAGTAATACTACGAAGGGGCAAACTGTTCAGTAGTCTGGC PiG^.::..' TTC
-600 CTAGATTATTCTGTCAGACAAAACACTTTTCTTGCTTTCTACGCATATACAAGGGAAGGC
-540 TCTCRACC.:P►^;T:..... GCTTTCAGG CTATTTCGATTTCTCTCTCCTT
-480 CAATTTTCCAGTAAG GAT;T,: TACAATAAATGTCTGGACTAACAAAGCAATTTGCAA
-420 GCAGTTTTAG TACT TTCCGCTTAGTATTTATTGTCTGAATAAAACTTTGAGAAAGA
-360 CATGAGGACATTGGAAAATTTTTCATTGAGCCAGACAAGAAAGACGATAAAACTGTTGTT
-300 TTTAAC GP;TT: CTCCCCCCCGCATAATATTTTGAATCGGTGTGCGCGTGTGTTTC^
-240 .GT. CGTGTGCTGAATATTTTATTTTACTGGTCTTAGRAGACGTTGCGT TTGAAGT T
-180 TTGGAAAATTTGGTGAAATTTAAGGT GAACACCAAGAACAAGACTTCGCA
-120 TATAACAATTAACACACACAGACA .TCF^ITC1^ TCTT TCTGTTGT AGAGAGAAAGG
-60 ATTCAGAGAAAAGTGTGCATGTCAGCATAGTTTTAGTACAATACTCCTTTTTTTTTTTGA
+1 ATG 3'
Figura 28. Secuencia nucleotídica de la región promotora del gen KIGSK 3. Las
secuencias consenso están indicadas y son discutidas en el texto. Las posibles cajas
TATA se indican con subrayado punteado; un consenso CACACA aparece en negrita;
las repeticiones CTTCC en negrita y doble subrayado; sitios de unión para Gcn4p en una
caja gris; consensos T4C en negrita y subrayado. UASH aparecen en un recuadro.
En la región promotora del gen K1GSK-3 se han encontrado dos
secuencias similares a las cajas TATA descritas por Struhl (Struhl, 1989) en
las posiciones -120 y-274, que se muestran en la figura 26 subrayadas con
líneas punteadas. También aparece en posición la -108 una secuencia
CACACA, que ha sido encontrada frente al codón ATG de iniciación de
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varios genes de S. cerevisiae, por ejemplo en CYCI (McNeil, 1988) y que
parece necesaria para la eficaz transcripción de los genes (Stiles et al.,
1981). Esta secuencia también se ha encontrado el gen de K lactis K1ADH1
(Saliola et al., 1990)
Ogden y colaboradores (Ogden et al., 1986) identificaron tres
repeticiones de la secuencia CTTCC en el promotor del gen PGKI de
S. cerevisiae. Estas repeticiones, situadas hasta a -450 pb respecto del ATG,
no son esenciales para la activación de la transcripción, pero parecen ser
necesarias para la máxima expresión del gen. Cada bloque CTTCC
contribuye a la expresión de PGKI de un modo distinto. Esta secuencia se ha
encontrado en otros genes de S. cerevisiae, como ENO1 (Cohen et al.,
1987), EN02 (Cohen et al., 1987), PDC1 (Butler y McConnell, 1988). En el
promotor de KIGSK-3 se encuentran tres repeticiones CTTCC en las
posiciones -774, -720 y -659. ^
Un factor de regulación que se encuentra tanto en células haploides
como en diploides, UBF (UASH binding factor) se une a la secuencia
consenso UASH del gen HOP1, cuyo producto es necesario para la sinapsis y
correcto emparejamiento de los cromosomas homólogos durante la primera
división meiótica. Esta secuencia UASH se ha encontrado en la región
promotora de varios genes específicos de la meiosis y de otros que se
expresan durante el crecimiento vegetativo. En los genes específicos de la
meiosis, este sitio, al igual que ocurre con la secuencia consenso
TTTTCNNCG (T4C), está invariablemente ligado al sitio URS 1 de unión a
Ume6p. Algunos genes, como DMC1, REC104 o RED1 (Prinz et al., 1995)
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presentan tanto un UASH como un T4C, junto con URSI, en su secuencia
promotora. En el gen HOP1 la regulación de la transcripción depende de
ambos motivos, UASH y URS 1. El sitio URS 1 proporciona la regulación
dependiente del ciclo celular (represión mitótica, activación durante la fase
temprana de la meiosis y, probablemente, inactivación durante el resto de las
fases de la meiosis). UASH es esencial para la activación transcripcional no
específica del gen, mediando la activación parcial del gen tanto durante el
crecimiento vegetativo como durante la esporulación (Prinz et al., 1995). La
desviación de la secuencia consenso de UASH, TNTGNA/TGT, podría estar
correlacionada con una reducción en la eficacia de unión con el factor UBF
y, por lo tanto, con la activación de la transcripción. Este fenómeno también
parece ocurrir en el caso del motivó T4C (Bowdish y Mitchell, 1993). Dos
secuencias, que se ajustan perfectamente a la secuencia consenso del motivo
UASH, se han encontrado en el promotor de KIGSK-3 en las posiciones -90
y-80. Aparecen también varias secuencias T4C, pero se desvían algo de la
secuencia TTTTCNNCG, siendo más común la secuencia TTTTCCNNTG.
Mediante el programa FindPatterns del paquete de programa GCG y
utilizando como base de datos el^ fichero Tfsites.dat del propio GCG, se
encontraron varias secuencias consenso de unión a la proteína reguladora
Gcn4p. Esta proteína se une a una secuencia TGACTC en los promotores de
varios genes relacionados con la biosíntesis de aminoácidos, cuya expresión
responde a los niveles de compuestos nitrogenados en el medio, estimulando
su síntesis (Hinnebush, 1988). Además reduce el consumo de aminoácidos
en reacciones de biosínteis ya que, tanto en mamíferos como en levaduras,
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disminuye la tasa de síntesis de proteínas, mediante inactivación del factor
eIF-2a por fosforilación (Hinnebush, 1994). Este proceso es considerado
como un mecanismo adaptativo cuyo fin es el de conservar las fuentes
nutricionales y limitar la división celular bajo condiciones de crecimiento
adversas (Mager y Kruijff, 1995).
6. 2. 4. ANÁLISIS FUNCIONAL DEL GEN KI GSK-3
Para la realización del estudio funcional del gen K1GSK-3 fue
necesario volver a clonar un fragmento que contuviese la ORF completa, así
como la región del promotor.
6.2.4.I.SUBCLONADO DEL GENKIGSK-3
Para la clonación de la ORF más alejada de KICYCI, que contiene el
gen KIGSK-3, se insertó el fragemto HindIII (355)-HindIII (3.893) de unas
3,5 Kb en el sitio HindIII del sitio múltiple de clonación del plásmido
episómico, YElac 112, y el plásmido centromérico YCplac22. Los plásmidos
resultantes se muestran en la figura 29.
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Figura 29. Costrucciones de clonación del en KZGSK3 en los vectores episómico
YEplac112 y centromérico YCplac22.
6. 2. 4.2. ANÁLISIS DE SOUTHERN BLOT
Soutjiern con DNA genómico de K. lactis
El DNA genómico total de dos líneas de K. lactis, NRRL-Y1140, de
la cual procede el clon original pECl, y MW-98-8C se digirió con los
enzimas de restricción HindIII y EcoRV . Como control se utilizó el plásmido
pEC 1 digerido con los mismos enzimas. Se utilizó como sonda el fragmento
BamHI-BamHI, de 1.500 pb, procedente de la construcción pERB1.4 y que
contiene parte de la ORF2.
Como se puede observar en la figura 30, el DNA genómico de ambas
líneas de K. lactis ofrece el mismo patrón de restricción que el plásmido
original pEC 1, utilizando la sonda de ORF2, lo que confirma que el subclón
obtenido hibrida a 65°C de manera específica con una sóla región.
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Figura 30. Análisis de Soz^ther•n blot del DNA genómico totai de dos líneas de K. lactrs
utilizando como sonda el inserto de pERB i.4 Bcrn1HI-BamHI de unos 1.500 pb que
contiene parte de la ORE2. A. Digestión con HrndIIl, B. Digestión con HincIIII+EcoRV.
1, Clon pEC 1, 2. MW 190-9b, 3. NRRL-Y 1140.
6. 2. 4. 3. INTERR UPCIÓN DEL GEN KÍ GSK-3
Para la intem.lpción del gen KIGSK-3 se constrlryó un plásmido
integrativo que contiene un fragmento BgIII-BgIII, de 883 pb, perteneciente a
la región interna de la ORF. Este fragmento se insertó en el sitio BamHI del
vector YIplac211. La constntcción resultante, pKlgsk-30(211) (Fig. 31), se
cortó con ei enzima BcII para transfonnar la lína de K. lactis MW 190-9b
u^aA". Las colonias transfonnantes se cultivaron en inedio líquido CM-URA
para recomprobar el fenotipo L►RA+. Sólo las colonias capaces de crecer en
medio líquido selectivo fiieron analizadas posterionnente. Para ello, se les
extrajo el DNA genómico total y se digirió con HindIII para ser
170
Estudio del gen K1GSK 3
•
•
comprobadas mediante Southern blot, utilizando como sonda el mismo
fragmento Bg1II-BgIII que se ufilizó para la construcción. Un número
elevado de transformantes contenían una banda de menor y/o menor tamaño
además de la banda salvaje HindIII-HindlII, de 3.500 pb que no se
correspondían con el patrón observado en la interrupción correcta. Estos
candidatos fueron descartados, pero su elevada frecuencia de aparición
sugiere la posibilidad de que existan otros genes de elevada homología con
los que se produce recombinación homóloga, o bien a la superior tasa de
recombinación no homóloga que se produce en esta levadura respecto a
S. cerevisiae. Sólo una colonia en la que no aparecía la banda de 5.300 pb
fue considerada para un posterior análisis de Southern blot con otros
enzimas de restricción. El patrón obtenido concuerda con el esperado si el
gen KIGSK-3 está intemunpido por la construcción pKlgsk-30 (211). En la
figura 32 se muestra un esquema del evento de recombinación esperado y en
la figura 31 el patrón de restricción obtenido.
Aat II Ssp I
Fragmento BgAI-BgAI de la
ORF de K/GSK-3
Figura 31. Construcción pKlgsk-30(211)
utilizada para la interrupción del gen
K1GSK-3 en la línea MW 190-9b.
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Figura 32. Esquema de la estrategia de construcción del nulo Klgsk-3:: URA3 en la línea
de K. lactis MW 190-9b.
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Figura 33. So7^thern blot del DNA genómico total extraído de la línea MW 190-9b y el
candidato nulo Klgsk-3:: URA3. La sonda utilizada fue el fragmento BgIII-BgIII de 883
pb, que contiente gran parte de la ORF de KIGSK-3. H. HindIII, B. BcZI, X. XhoI.
6. 2. 4. 4. AN,^ISrS FENOTÍPICO DEL MUTANTE NULO KZgSk-3: : URA3
Para el eshidio fenotípico del nulo de KIGSK-3 se realizó un primer
análisis de crecimiento en YP con distintas fuentes de carbono, glucosa,
glicerol y etanol a tres temperahiras distintas, 14°C, 30°C y 37°C. Para ello,
se cultivaron la línea ERk-1 y la línea isogénica MW190-9b, salvaje para el
gen KIGSK-3, así como las líneas de S. cerevisiae YPH1024, YPH1025 y
1788 AOE375::TRP1, que tienen anulados los genes MDSl, MCKI y
YOL128c respectivamente, y la línea de S. cerevisiae salvaje FY73, en
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medio líquido YPD-0,5% hasta alcanzar una Aóoo de 0,2-0,3. En ese punto
del cultivo, las células se diluyeron hasta que ambos cultivos alcanzaron la A6oo
de 0,19 y se sembraron 5 µl de cada cultivo sobre las placas antes de cultivarlas
a las temperaturas mencionadas. De este modo se pudo observar que el mutante
es capaz de crecer en los distintos medios ensayados a 30°C, sin embargo, a
37°C el mutante es incapaz de crecer, tanto en glucosa como en etanol. Esta
incapacidad no existe a 14°C. Tampoco se observa una incapacidad del mutante
de crecer a elevadas temperaturas en glicerol, lo que sugiere una sensibilidad
específica a altas temperaturas del mutante Klgsk-3:: URA en estos medios con
glucosa o etanol (Fig. 34).
14°
30°
37°
YPD YPG ^ YPE
+5DIAS
^^ ^ ^?
® C^ ©
Figura 34. Crecimiento en distintas fuentes de carbono a 14°C y 37°C de las
lineas de S. cerevisiae y K lactis. 1. MW190-9b, 2, 1788 (ORF YOL123c interiumpida), 3.
YPH1025 (mck1::HIS3), 4. ERk-1 (Klgsk-3:: URA3), 5. FY73, 6_ YPH1024 (mdsl:: TRPI).
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A 30°C se observa crecimiento de todas las líneas en todos los medios
y fuentes de carbono. A 14 °C no se observa ningún fenotipo para la línea de
K lactis ERk-l. En glucosa únicamente presenta fenotipo termosensible la
línea mckl: :HIS3 de S. cerevisiae; en otras fuentes de carbono no
fermentables como etanol y glicerol, S. cerevisiae crece claramente peor que
K. lactis independientemente de las mutaciones que afectan a los genes
relacionados con GSK-3. A 37°C hay un fenotipo termosensible en glucosa y
en etanol para la línea de K lactis ERk-1, como le sucede a la línea de
S. cerevisiae mckl: : TRP1, pero no así en glicerol.
Con el fin de comprobar si la incapacidad de crecer a 37°C en glucosa
es debida a una sensibilidad del mutante a estas condiciones y no a un
posible efecto del tamaño del inóculo vertido sobre la placa, se realizó un
segundo experimento en medio líquido. Para ello, las líneas ERk-1 y
MW190-9b se sembraron en YP-Glucosa 3% y se cultivaron en agitación a
30°C y 37°C. Las curvas de crecimiento se pueden observar en la figura 35 y
corroboran los resultados en placa.
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Figura 35. Diferencias en la capacidad de crecimiento de las líneas 1^190-9b y el
mutante nulo ERk-1 en glucosa a 30 y 37°C.
Fenotipo de sensibilidad a benomi^
El benomil es un compuesto que tiene la capacidad de producir
desestabilización de microtúbulos. En S. cerevisiae, MCKI está relacionado
con la función centromérica y se ha propuesto que durante la fase vegetativa
puede intervenir en la estabilidad de los microtúbulos, de forma que la
interrupción de este gen lleva a un incremento en la sensibilidad a benomil y
a bajas temperaturas, y a un incremento en la pérdida de cromosomas (Shero
y Hieter, 1991). En la ñgura 36 se compara el crecimiento de la línea de
K. lacti.s salvaje y la línea ERk-1 en una serie de diluciones seriadas 1:10 en
placas YPD con benomil y puede comprobarse que la interrupción del gen
no causa fenotipo de sensibilidad a dicha droga.
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Fig. 36 Comprobación de la sensibilidad frente a benomil. 1. MW190-9b, Z. ERk-l.
En S. cerevisiae la disrupción del gen MCKI da lugar a una reducción
en el almacenalniento de glucógeno que no se observa al interrumpir MDSl.
En el caso del gen KIGSK-3 pudimos comprobar que hay una clara
diferencia en la acumulación de glucógeno en la linea salvaje o en la que
porta el alelo intemampido (Fig.37).
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Fig. 37 Comprobación del fenotipo de acumulación de glucógeno. A. Líneas ERk-I y
MW 190-9b tras la tinción de I2. B. Comparación entre mutantes de S. cereviae y el de K.
lactis 1. YHP 1025 (mckl: : HIS3), 2. YPH1024 (mdsl: : TRPI ), 3. ERk-1 (Klgsk-3: : URA3).
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La línea ERk-1 presenta un fenotipo de sensibilidad a altas
temperaturas y de acumulación de glucógeno similar al encontrado en los
mutantes mckl: : HIS3 de S. cerevisiae, sin embargo la homología de
KIGSK-3 es más alta con MDSI. Dado que MDSI se aisló como un supresor
del fenotipo termosensible del mutante mckl: : HIS3, analizamos la
posibilidad de que KIGSK-3 pudiese complementar esta mutación. Para ello
transformamos la linea YHP1025, mck1::HIS3, con el plásmido
pK1GSK-3(112) (episómico). Se partió de una única colonia transformada y
cultivada en medio liquido selectivo a 30°C', tras lo cual, cada cultivo se
diluyó hasta una Aboo de 0,2 sembrándose Sµl de dichos cultivos y Sµl de
diluciones seriadas de los mismos.
Los resultados obtenidos demuestran que se produce
complememtación en multicopia (Fig. 38) y que la lí.nea transformada es
capaz de crecer a 37°C y a 14°C. Observamos que el plásmido episómico
que no contenía el gen era también capaz de mejorar en cierta.medida la
capacidad de crecimiento del mutante a temperaturas no permisivas a 37°C.
Este efecto se había observado previamente con un plásmido 2µ utilizado
como control en la complementación de mckl: :HIS3 con MDSI (Puzzis et
al., 1994).
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Figura 38. Crecimiento de la línea YH1025 mckl:: TRPI en placas selectivas CM-TRP a
14°C, 3 0°C y 3 7°C, transformada con a. YEplac 112, b. pK1GSK-3 (112).
6. 2.4. 6. ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DEL GEN
Estudios de expresión mediante ensayos ^galactosidasa
A fin de analizar la respuesta del promotor de KIGSK-3 a distintos
factores de estrés, se fusionó dicho promotor al gen lacZ del plásmido
pXW30PstI (Fig. 39), tal y como se describe en Materiales y Métodos. Se
comprobó mediante secuenciación que la construcción resultante, Pcsx-3-lacZ
contenía el ATG del proinotor de KIGSK-3 en pauta de lectura con el gen
lacZ de E. coli.
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Figura 39. Esquema de la fusión del promotor de K1GSK-3 con el gen LacZ del vector
pXW3. La numeración indica las posiciones respecto al codón de iniciación.
Esta construcción se utilizó para transformar la línea de K lactis
MW 190-9b. Los transformantes se seleccionaron en placas X-Gal (-URA).
Para realizar el ensayo ^galactosidasa, una media de seis colonias azules se
inocularon en los medios correspondientes y se mantuvieron siempre bajo
presión selectiva, en medio CM-URA, para evitar la pérdida de plásmidos.
Los resultados, que se muestran en las siguientes figuras (Figs. 40, 41 y 42),
son la media de tres ensayos de cultivos independientes.
0,10 0.7U 2,25
A(600)
4,70
Figura 40. Efecto de la fase de crecimiento sobre la expresión de la fusión Pcsx-3-LacZ.
Las células se cultivaron en medio selectivo CM-URA a 30°C. En el eje x se indican los
valores de A600 alcanzados por el cultivo en cada punto de la toma de muestra.
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Los resultados que se observan en la figura 40 indican que la
expresión del promotor de KIGSK-3 se ve incrementada cuando se alcanza la
fase estacionaria. Sin embargo, esto podría ser debido a una diferencia en la
expresión del gen en distintas fases del cultivo, o bien una respuesta al
agotamiento de alguna fuente nutricional. Para comprobar este punto, se
realizó un segundo experimento en el que se ensayó la actividad del
promotor en células creciendo en un medio sin fuente de carbono y en un
medio sin fuente de nitrógeno. Para ello, un cultivo inicial, en medio
completo selectivo CM-URA, se llevó hasta una A600 de 0,1. En ese
momento, el cultivo se lavó y se repartió en tres medios distintos. Un cultivo
permaneció en las mismas condiciones de crecimiento, en medio CM-URA,
para utilizar como control. Los dos cultivos restantes se realizaron en medio
completo, con aminoácidos como única fuente de carbono, y en medio
completo sin ningún aporte de fuente nitrogenada. Los cultivos se
mantuvieron en agitación a 30°C durante seis horas. Dado que los cultivos
sin fuente de carbono o nitrógeno crecen mucho más lentamente, se tomó
una alícuota del cultivo normal, a las tres horas de crecimiento, para utilizar
como segundo control, con un valor de A600 más próximo a los alcanzados
por los cultivos con carencias nutricionales. Los resultados se muestran en la
figura 41.
•
1g2
Estudio del gen KIGSK-3
^oo ,
75 ^
50
25 -^
C1(2,25) C2(1,70) SFC(1,74) SFN(1,75)
Figura 41. Efecto de la carencia de fuente de carbono o nitrógeno en el medio de cultivo
sobre la expresión de la fusión Pcsx.3-IacZ. C1 y C2. Cultivos control creciendo en medio
completo -UR.A. SFC. Cultivo creciendo en medio -URA, con aminoácidos como única
fuente de carbono. SFN. Medio sin ningún aporte de nitrógeno (sin aminoácidos y sin
sulfato amónico en el suplemento de YNB). Los valores de Aóoo alcanzados por los
cultivos se indican entre paréntesis.
La carencia de fuente de nitrógeno parece no tener efecto sobre la
expresión de Pcsx-3-lacZ, dado que alcanza los mismos valores de actividad
^galactosidasa que en cultivos creciendo en medio completo. Pór el
contrario, la falta de fuente de carbono en el medio sí afecta a la expresión,
incrementándola en 2,5 veces si consideramos el dato del cultivo que
presentó aproximadamente la misma A600 (^ 1,7).
Con el fin de estudiar si la expresión de KIGSK-3 es sensible a la
temperatura, se realizó un tercer ensayo /.^galactosidasa a distintas
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temperaturas. Un cultivo inicial se realizó en CM-URA (glucosa 2%) a 30°C
hasta alcanzar una Aboo de ^ 0,7. Este cultivo se subdividió en tres,
manteniéndolos en el mismo medio, pero a 14°C, 30°C y 37°C, durante dos ^
horas y media. Transcurrido este tiempo, se tomaron muestras de cada
cultivo para medir la actividad ^3-galactosidasa. Dos alícuotas, pertenecientes
al cultivo mantenido a 30°C, se sometieron durante quince y veinte minutos a
un choque térmico de 42°C antes de ser analizadas. Los resultados se pueden
ver en la figura 42.
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Figura 42. Efecto de la temperatura sobre la expresión de Pcs^;_^-IacZ. 14°C. 90 min de
cultivo a 14°C, 30°C. 90 min de cultivo a 30°C, 37°C. 90 min de cultivo a 37°C,
42°C/15'. Choque térmico a 42°C de 15 min, 42°C/20'. Choque térmico a 42°C 20 min.
s
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La expresión de Pcsx-3-lacZ no parece verse afectada por la
temperah^ra en las condiciones ensayadas. Tampoco se observa un
incremento en la expresión como consecuencia del choque térmico a 42°C.
Análisis de Nortjiern blot
Los resultados obtenidos al analizar la expresión del promotor de
KIGSK-3 indicaban que el gen se activa en medios sin fuente de carbono.
Dado que ésta es una de las señales que indŭcen la esporulación, decidimos
analizar la expresión del gen en distintas lí.neas haploides y diploides en
distintos medios relacionados con la inducción de la esporulación. Este
análisis se llevó a cabo mediante Northern blot y los resultados obtenidos se
muestran en la figura 43. La línea diploide a/a se obtuvo por cruzamiento de
las líneas ATCC32143 y ATCC32144.
Para realizar este estudio, las células se cultivaron en medio completo
CM y medios CM-HIS,-ADE,-LEU, para mantener el diploide. Tras alcanzar
una A600 aproximada de 0,7, parté del cultivo se paró para extraer el RNA en
este punto del crecimiento. Otra parte del cultivo se dejó crecer hasta
alcanzar una A600 de 3. Una tercera parte del cultivo se lavó dos veces en
ag^.ia bidestilada estéril para retirar el medio con glucosa. Una vez lavadas
las células, se transfirieron al mismo medio completo, pero con aminoácidos
como única fuente de carbono, y se dejó crecer durante cuatro horas más
antes de la extracción de RNA; o alternativamente a un medio de
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esporlilación, toinándose muestras a las dos, cuatro y seis horas de iniciado
el cultivo .
Figura 43. Análisis de la expresión del gen KIGSK-3 en lineas haploides y diploides.
Camo sonda se utilizó el fragmento BgIII-BgIII de 883 pb. 1. Control de ausencia de
expresión en la línea ERk-1, 2. MW190-9b Aóoo = 0,7 3 Diploide (ATCC32143/ATCC32144)
^oo= 0.7, 4. Haploide a(ATCC32144) A^oo =0,7, 5. Haploide tras 4h en un medio sin fuente
de carbono, 6. Haploide Aboo =3, 7. Diploide A^oo=3, 8. Diploide tras 4h sin fuente de carbon,
9. Diploide A^oo = 0,7, 10. Diploide tras 2h en medio de esporulación, 11. Diploide tras 4h en
medio de esporulación, 12. Diploide tras 6h en medio de esporulación.
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Se observa que en las líneas haploides hay una inducción en ausencia
de fuente de carbono en el medio, lo que concuerda con los resultados
obtenidos previamente sobre la expresión del promotor fusionado a IacZ. En
la línea diploide este efecto es mucho más acusado y también se observa
incremento de la expresión cuando la densidad celular alcanza una A600 de
aproximadamente 3, más próxima a la fase estacionaria del cultivo. Como
corresponde a genes implicados en eI inicio de la meiosis, se observa un
incremento transitorio de expresión cuando las células son transferidas desde
un medio rico en glucosa a un medio de esporulación.
ig^
Esther Rodríguez Belmonte
6.3. DISCUSIÓN
La secuencia nucleotídica de K1GSK-3 revela, segun el análisis de
FastA, una homología máxima con el gen MDSI de S. cerevisiae (62,9% de
identidad) y también presenta gran homología con otras secuencias
relacionadas como el gen GSK3-p de humanos, el gen zw3/sgg de
D. melanogaster o MRKI de S. cerevisiae. Los restantes genes que aparecen
clasificados como de alta homología pertenecen también al grupo de genes
GSK-3. K1GSK3 es el primer gen perteneciente a este grupo que ha sido
clonado en K. lactis. En la bibliografia aparecen otros seis genes
relacionados dentro del grupo de levaduras, cuatro de ellos en S. cerevis^ae:
MCKI , MDSI , MRKI y YOL128c (Hunter y Plowman, 1997), uno en
Schizosaccharomyces pombe (Plyte et al., 1996) y uno en Candida albicans
(Whiteway et al., 1991). Todos estos genes presentan en levaduras un uso de
codones no muy restrictivo y los valores calculados para el ICDI sugieren
que no son genes de alta expression en levaduras, hecho que puede
relacionarse con su función reguladora. También para el gen KlGSK3 es
válida esta afirmación sobre el uso de codones.
En S. cerevisiae existen al menos 113 genes que codifican para
proteín-quinasas, lo que representa aproximadamente un 2% del genoma.
Estas proteínas están implicadas en una gran diversidad de funciones y
cascadas de amplificación de señales que controlan el ciclo celular, la
esporulación, la respuesta a feromonas y otras señales. La familia GSK-3 de
S. cerevis^ae está formada por un pequeño número de genes, 4, si se
•
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compara con Arabidopsis thaliana en la que se han encontrado ya 6 genes y
seguramente este número se incrementará cuando se complete la
secuenciación de todo su genoma. Sin embargo en mamíferos el níunero es
más reducido, por ejemplo en humanos y en Rattus norvegicus sólo se han
encontrado dos genes pertenecientes a esta familia. El mayor níunero de
genes presentes en el genoma de levadura y de plantas está también
relacionado con una mayor diversidad de funciones para las proteínas que
codifican.
El gen KlGSK3 codifica para una proteína de 414 aminoácidos con
una M,. de 47 KDa y que muestra homología con el grupo de las
Ser/Thr- proteín-quinasas. En la actualidad son conocidas las secuencias de
un elevado níunero de proteínas con actividad proteín-quinasa, y algunas
estructuras han podido ser determinadas a nivel de difracción de rayos X.
Todos estos datos hacen posible clasificar a las proteín-quinasas en distintos
grupos relacionados con su estructura y función. Sin embargo la homología
suele estar limitada al dominio catalítico y disminuye muy notablemente
fuera de esta región. A1 efectuar un alineamiento de la proteína K1Gsk-3p
con otras proteínas de la familia GSK3 comprobamos que existe una gran
homología a nivel de la región catalítica y que conserva los 11 dominios
descritos para las proteín-quinasas por Hanks y colaboradores (Hanks et al.,
1988). Entre ellos destacan el dominio I, II, y VII. El dominio I contiene el
sitio de unión a ATP, GXGXYG. El dominio II contiene una lisina que
aparece conservada y que está en relación con la actividad quinasa ya que la
mutación de este residuo elimina la actividad quinasa de Mck 1 p(Neigeborn
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and Mitchell, 1991). El dominio VIII contiene una tirosina que puede ser
fosforilada, de hecho en Mck 1 p se ha visto una actividad autofosforilante
sobre este residuo (Lim et al., 1993).
La homología de secuencia a nivel de proteína indica claramente que
el gen KIGSK-3 codifica para una proteína que presenta la mayor homología
con la codificada por el gen MDSI en una amplia región que se extiende más
alla del centro catalítico. Precisamente estas regiones, que no pertenecén al
dominio catalítico común a quinasas, son las que determinan una
especificidad funcional. Por ejemplo a pesar de que tanto las proteínas
humanas GSK-3a y GSK-3^i tienen un 88% de identidad en el dominio
quinasa, sólo una de ellas ((3) es capaz de sustituir a la preoteína zeste-
white3íshaggy de D. melanogaster. El gen MDSI fue aislado como un
supresor en multicopia del fenotipo de letalidad a temperaturas no permisivas
de 16 0 37°C que presenta la mutación mckl ° (Puzzis et al., 1994) y esta
función supresora también la hemos podido comprobar en S. cerevisiae
utilizando el gen KIGSK-3. Aunque la secuencia de KIGSK-3 tiene también
una gran homología con MCKI , sus funciones no parecen completamente
análogas porque la sensibilidad a benomil, relacionada con la estabilidad de
microtúbulos y presente en los mutantes mckl: : HIS3 no se observa en
Klgsk-3: : URA3.
La funciones de las proteínas de la familia GSK-3 de levaduras sólo se
han descrito para Mck 1 p y Mds 1 p, permaneciendo la incógnita sobre las
otras dos. A pesar de su gran homología con la Gsk-3p de mamíferos, que
participa en la cascada de regulación del metabolismo del glucógeno,
•
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inactivando mediante fosforilación a la glucógeno sintetasa, en levaduras no
presentan esta función. El glucógeno representa la más importante reserva de
carbohidratos en gran variedad de organismos y su regulación está
relacionada con la fase de crecimiento celular, con los niveles de glucosa y
con las condiciones de estrés. Estas condiciones que pueden inducir la
acumulación de glucógeno son la entrada en la fase estacionaria, la carencia
de nitrógeno en el medio y el choque térmico (Lillie y Pringle, 1988). La
interrupción del gen MCKI provoca un descenso en los niveles de
acumulación de glucógeno, efecto opuesto al esperado si actuase como en
mamíferos, mientras que la interrupción de MDSI o MRKI no produce
ningún efecto sobre la reserva de glucógeno (Puzzis et al., 1994; Hardy et
al., 1995). La interrupción de KIGSK-3 disminuye la acumulación de
glucógeno, como hemos podido comprobar utilizando la tinción con I2
(Fig. 37). Este fenotipo está ausente en mdsl:: TRP1 de S.cerevisiae. La
proteína Klgsk-3p, aunque más directamente relacionada con Mds 1 p, podría
sin embargo desempeñar en K. lactis algunas funciones que en S. cerévisiae
desempeña Mck 1 p, pero no las relacionadas con la estabilidad de
microtúbulos. Dada la gran similitud entre todos los miembros de esta familia
de proteínas, no resulta sorprendente que a lo largo del proceso evolutivo
funciones diversas hayan quedado asignadas a proteínas diferentes en
distintas especies. La propia proteína Mcklp de S. cerevisiae es un ejemplo
de esta diversidad de funciones, a pesar de pertenecer a la familia GSK-3
está relacionada con la función centromérica ausente en el resto de los
componentes de la familia. Se ha propuesto que en otras especies en que no
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se han encontrado homólogos a MCKI , esta función debe desempeñarla
otro/s gen/es de la familia (Bianchi et a1., 1993).
En S. cerevisiae ni MDSl ni MCKI son esenciales para el crecimiento
vegetativo, y lo mismo sucede respecto del gen K1GSK3 en K lactis. Las
funciones atribuidas hasta el momento al gen MDSl quedan restringidas a la
activación de los genes necesarios en las primeras etapas de la meiosis, sin
embargo el gen MCKI participa no sólo en la meiosis sino en los proĉesos
de maduración de ascas y también en fase vegetativa fosforilando proteínas
de unión a CDEIII y que son responsables del correcto emparejamiento de
los cromosomas metafásicos. Las mutaciones en MCKI producen fenotipos
de sensibilidad a altas o bajas temperaturas que se ponen de manifiesto
dwante el crecimiento vegetativo, sin embargo no se han descritó fenotipos
asociados a esta fase de crecimiento para las mutaciones en MDSl. La
interrupción de KIGSK-3 va asociada a un fenotipo de letalidad a 37°C que
se pone de manifiesto en medios de glucosa o etanol, pero no en glicerol.
Esta diferente termosensibilidad, dependiendo del medio de cultivo, puede
ser explicada de varias maneras, por ejemplo por un efecto protector del
glicerol sobre cambios asociados a la membrana celular y que pudieran
producir la lisis celular a elevadas temperatwas.
Durante el inicio de la meiosis, se ha postulado una posible interacción
entre Mds 1 p y los reguladores meióticos Ume6p e Ime 1 p. Ume6p puede
actuar como un regulador negativo de la expresión de genes meióticos
dwante la fase vegetativa, pero se convierte en un regulador positivo de
estos mismos genes en el proceso de activación meiótica. Esta
192
Estudio del gen K1GSK-3
•
bifuncionalidad ha sido atribuida a una posible interacción con un dímero de
Imelp asociado a su vez con Mdslp (Rubin-Bejerano et a1.,1996). Ume6p
también participa en otros mecanismos de regulación que suceden durante el
crecimiento vegetativo, por ejemplo se ha descrito su papel como regulador
positivo y negativo de genes relacionados con la biosíntesis de fosfolípidos
(Jackson y Lopes, 1996). Aunque en S. cerevisiae IMEI no se expresa
durante la fase vegetativa, UME6 y MDSI sí lo hacen (Bowdish y Mitchell,
1994; Jackson y Lopes, 1996), esto podría indicar que Mds 1 p pudiese tener
también alguna función reguladora durante el crecimiento vegetativo.
Nuestro hallazgo de que Ia intemipción del gen KIGSK-3 tiene fenotipos
asociados a la fase vegetativa y su homología con Mds 1 p apoyan esta
hipótesis.
El análisis de la secuencia del promotor de K1GSK-3 revela la
presencia de secuencias consenso que son comunes a los promotores de
otros genes de Ievaduras. En las posiciónes -90 y-80 aparecen dos regiones
que se ajustan perfectamente al consenso denominado UASH. Este consenso
fue identificado por vez primera en el promotor del gen HOP1 (Vershon et
al. , 1992) y posteriormente ha sido identificado en un gran núnero de genes
que están relacionados con la meiosis y también en otra serie de genes no
relacionados con ella. Prinz y colaboradores (Prinz et al., 1995) analizaron
una serie de 25 promotores en los que se encuentra este motivo y dedujeron
un consenso TNTGNA/TGT. Esta secuencia tiene un papel activador sobre la
transcripción y se ha demostrado, en el caso de los promotores de HOP1,
ZIP1, IMEI y SPO11 que es capaz de interaccionar específicamente rn vitro
193
Esther Rodríguez Belmonte
con una proteína que todavía no ha sido bien caracterizada. Las variaciones
en el consenso determinan diferente afinidad por la unión de este factor que
es muy débil en el caso de ZIP1 (Prinz et al., 1995).
En las posiciones -713, -574, -477 y-341 aparecen coincidencias
imperfectas con la región denominada T4C y cuyo consenso es
TTTTCNNCG. Las T4C, del mismo modo que las UASH, se han encontrado
en genes meióticos y en genes relacionados con funciones vegetativaŝ . En
unos casos puede existir una sola de estas secuencias, por lo que se les han
atribuido funciones intercambiables, y en otros aparecen ambas. En muchos
genes meióticos se encuentran asociadas a un elemento regulador negativo,
situado siempre en posición 3', denominado URS 1 y que interacciona con el
regulador transcripcional Ume6p reprimiendo a dichos genes durante la fase
vegetativa y activándolos durante la fase meiótica, a través de una
interacción proteína-proteína de Ume6p con Ime 1 p que es dependiente de la
presencia de Mds 1 p(Rubin-Bejerano et al. 1996). EI gen MDSI de
S. cerevisiae presenta en su región promotora un consenso URS 1, sin
embargo el gen se expresa tanto en condiciones vegetativas como durante la
meiosis, y el mantenimiento de esta expresión depende de la existencia de un
gen IME1 funcional. La presencia del sitio URS 1 en este gen no parece por
tanto ejercer un papel represor en condiciones vegetativas, lo que contrasta
con la represión debida a Ume6p en estas condiciones y que se se manifiesta
en otros genes de la meiosis temprana como IME1, sin embargo se observa
una inducción transitoria cuando los diploides se transfieren a un medio de
esporulación (Bowdish and Mitchell, 1993).
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La situación en el gen de K. lactis parece ser diferente ya que no se ha
detectado ningún URS1, por lo cual no aparece una señal clara que pudiese
ser responsable de la represión en condiciones vegetativas y de la inducción
en fase meiotica. Los análisis de Northern blot revelan que efectivamente el
gen se transcribe en la fase vegetativa, y dado que el promotor contiene otras
secuencias activadoras, UASH y T4C, podemos suponer que el gen se
encuentra bajo su control. Estas secuencias son probablemente también
responsables de la inducción del gen en líneas diploides que son transferidas
a medios de esporulación y un futuro análisis funcional del promotor es
necesario para verificar esta hipótesis.
La expresión del gen KIGSK-3 se induce en fase estacionaria y hemos
podido comprobar que también hay inducción en ausencia de fuente de
carbono pero no en ausencia de fuente de nitrógeno. El agotamiento de la
fuente de carbono que acompaña a la fase estacionaria puede ser
precisamente el responsable de la inducción observada en estas condiciones.
Entre las señales desencadenantes de la expresión de genes meióticos
tempranos se encuentran la privación de fuente de carbono y de nitrógeno.
Aunque se conoce que ambas señales actúan sobre el inductor IMEI
directamente, o en el caso de la carencia de nitrógeno mediante la
desrepresion de IME4, que a su vez activa a IME1, hasta el momento no se
ha encontrado ningún regulador que pueda transmitir la señal de carencia de
fuente de carbono a IME1. Sin embargo hay evidencias indirectas de que
MSD1 pueda estar implicado en esta señalización. Una de ellas proviene de
los datos de Smith y colaboradores que encontraron que la región C-terminal
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de Ime 1 p proporciona tanto la dependencia de MDSI para su activación,
como la respuesta a carencias a fuentes de carbono y de nitrógeno. Además
MDSI estimula la acumulación de mRNA de IMEI causada en estas mismas
condiciones (Smith et al., 1993). Rubin-Bejerano y colaboradores (Rubin-
Bej erano et al. , 1996) demostraron que Mds l p fosforila a Ime 1 p únicamente
en condiciones de carencia de nutrientes, a pesar de que es capaz de
interaccionar con este factor incluso en condiciones vegetativas.
El hecho de que hayamos visto que el gen KIGSK-3 homólogo a
MDSI incrementa su expresión en ausencia de fuentes de carbono sugiere
que este mecanismo pueda actuar como un elemento potenciador de la
fosforilación de Ime 1 p en estas condiciones al aumentar los niveles de la
proteín-quinasa fosforilante.
La clonación y caracterización de genes implicados en la meiosis en la
levadura K. lactis es necesaria para disponer de datos sobre el nivel de
actuación de la proteína K1Gsk-3p y su posible interacción con otros factores
implicados en esta regulación.
•
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Conclusiones
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1. Se ha secuenciado una región de DNA de 5.500 pb del cromosoma VI de
K. lactis en la que se han encontrado dos pautas abiertas de lectura. Una
de ellas, KIPDCB, presenta homología con piruvato descarboxilasas y la
otra, K1GSK-3, con proteín-quinasas de la familia GSK3.
El gen KIPDCB
2. El análisis de la secuencia del gen KIPDCB, de 1.734 pb, muestra que
codifica para una proteína de 577 aminoácidos con un M,. de 65KDa.
3. La interrumpión del gen en una línea haploide revela que no es esencial
para el crecimiento de la Ievadura en ninguna de las condiciones
ensayadas, utilizando fuentes de carbono fermentables y no fermentables.
4. En multicopia el gen no es capaz de complementar la doble mutación
pdcl ° pdc^° de S. cerevisiae.
5. EI gen se transcribe pero los niveles de expresión son muy bajos debido a
que su promotor es poco activo en las condiciones que inducen la
expresión de genes que codifican para piruvato descarboxilasas en otras
levaduras.
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6. En el promotor del gen no se encuentran cajas RPG características de
muchos genes de alta expresión relacionados con el metabolismo de la
glucosa, entre ellos PDCI , de S. cerevisiae.
7. KIPDCB no es análogo funcionalmente a PDCS de S. cerevisiae, ya que
no se activa al interrumpir el gen KIPDCA.
•
8. El análisis de la secuencia de la proteína K1PdcBp muestra que carece de
varios elementos determinantes de la actividad piruvato descarboxilasa,
como el glutámico de la posición 51 y las cisteínas de las posiciones 221 y
222. Sin embargo, conserva el sitio de unión a TPP.
9. No parece existir un mecanismo de interregulación entre la expresión de
KIPDC'A y KIPDCB, ya que la interrupción de KIPDCB no modifica los
niveles de expresión de KIPDCA en medios con glucosa.
10. La interrupción del gen KIPDCB produce una drástica disminución del
crecimiento de K. lactis en medios carentes de timina. Este fenotipo, junto
con el parecido estructural de TH13, un regulador positivo de la biosíntesis
y el transporte de la tiamina en S. cerevisiae, con proteínas piruvato
descarboxilasas, sugiere la participación de KIPDCB en la regulación del
transporte y/o metabolismo de tiamina en K. lactis.
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El gen KIGSK-3
11. El análisis de la secuencia de KIGSK-3, de 1.245 pb, revela que codifica
para una proteína de 414 aminoácidos y una M,. de 47 KDa.
12. En el promotor del gen KIGSK-3 se encuentran secuencias coincidentes
con los consensos T4C y UASH, que están relacionados mayoritariamente
con genes meióticos y también en otros como GALI y GAL10.
13. La interrupción del gen KIGSK-3 demuestra que no es esencial para su
crecimiento en condiciones vegetativas. Hay varios fenotipos ásociados a
esta interrupción; ausencia de crecimiento en glucosa y etanol a 37°C, y
disminución del almacenamiento de glucógeno. Sin embargo, no presenta
sensibilidad al benomil.
14. La expresión del gen K1GSK-3 se induce tanto en las líneas háploides
como diploides en ausencia de fuente de carbono. Asimismo, en ^la línea
diploide se produce un incremento transitorio de la expresión cuando las
células son transferidas a un medio de esporulación.
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